Prognostical value of classical and molecular biomarkers in the follow-up of early breast cancer by Buta, Marko N.






Marko N. Buta 
 
 
Prognostiĉki znаĉаj klаsiĉnih i 
molekulаrnih biomаrkerа ranog 









UNIVERSITY OF BELGRADE 






Marko N. Buta 
 
 
Prognostical value of classical and 
molecular biomarkers in the follow-up 
of early breast cancer  
 








Mentor: Prof.dr Radan Džodić, redovni profesor Medicinskog fakulteta            
              Univerziteta u Beogradu 
 
Komentor: N.Sar.dr sci. med. Milan Markićević, Institut za onkologiju i     
                   
                  radiologiju Srbije, odeljenje za eksperimentalnu onkologiju. 
 
 
Ĉlanovi komisije za odbranu doktorske disertacije:  
 
1. Prof. dr Zorica Milošević, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu 
2. Doc. dr Marina Nikitović, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu 
3. N. Sar. dr sci. med. Zorka Milovanović, Institut za onkologiju i radiologiju  











PROGNOSTIĈKI ZNАĈАJ KLАSIĈNIH I MOLEKULАRNIH BIOMАRKERА 
RANOG KARCINOMA DOJKE U PRAĆENJU TOKA BOLESTI 
SAŽETAK 
Uvod: Novi molekularni biomarkeri (uPA, PAI-1, katepsin D), uz klasične prognostičke 
markere, mogu biti korisni u prepoznavanju visoko-rizične podgrupe pacijenata u relativno 
dobroj prognostičkoj grupi pacijenata sa karcinomom dojke kod kojih nisu zahvaćeni limfni 
čvorovi (pN0).  
Pacijenti i metode: Procenjivana je prognostička vrednost urokinaznog plazminog 
aktivatora (uPA), plazminogen aktivator inhibitora-1 (PAI-1) i katepsina D u grupi 
postmenopauznih pacijentkinja operisanih zbog karcinoma dojke, kod kojih tumori 
pokazuju pozitivan steroidni receptorski status (estrogen receptor (ER)/progesteron receptor 
(PR), a kod kojih nije primenjivana adjuvantna terapija. Značaj biomarkera je analiziran 
tokom tri različita perioda praćenja. Analizirana su 73 uzorka citosolnog ekstrakta. 
Vrednosti ER i PR su odreĎivane klasičnom biohemijskom metodom, katepsin D 
radiometrijskim imuno-esejom a uPA i PAI-1 ELISA testom. Vrednosti HER 2 genske 
amplifikacije su odreĎivane hromogenom in situ hibridizacijom (CISH).  
Rezultati: Tokom ranog perioda praćenja (prvih pet godina nakon hirurškog lečenja) 
pacijenti sa veličinom tumora pT1 i niskim vrednostima PAI-1 (PAI-1<6.35 pg/mg) su 
imali bolju prognozu u odnosu na pacijente sa veličinom tumora (pT2,3) ili koji su imali 
visoke vrednosti PAI-1. Analizom 4 fenotipa definisanih veličinom tumora i PAI-1 
statusom pokazano je da pacijenti koji imaju tumore veličine pT1, bez obzira na nivo PAI-
1, ili koji imaju tumore veličine pT2,3 uz niske vrednosti PAI-1 imaju sličan DFI i dobru 
prognozu kao i pacijenti sa veličinom tumora pT2,3 uz visoke vrednosti PAI-1. 
Zakljuĉak: Veličina tumora u kombinaciji sa PAI-1 ima prognostički i moguće prediktivni 
značaj tokom ranog praćenja postmenopauznih pacijentkinja sa karcinomom dojke kod 
kojih tumori pokazuju pozitivan steroidni receptorski status (ER/PR), histološkog gradusa 
II. 
Kljuĉne reĉi: biomarkeri, prognoza, loko-regionalna terapija, pN0 
Nauĉna oblast: Opšta hirurgija 
Uža nauĉna oblast: Onkologija 
PROGNOSTICAL VALUE OF CLASSICAL AND MOLECULAR BIOMARKERS 
IN THE FOLLOW UP OF EARLY BREAST CANCER 
ABSTRACT 
Introduction: New molecular prognostic biomarkers (uPA, PAI-1, cathepsine D), together 
with classical prognostic markers, might be useful to select high risk subgroup of patients 
within relatively good prognostic group of breast carcinoma patients without metastases in 
lymph nodes (pN0).  
Patients and methods: We evaluated urokinase-type plasminogen activator (uPA) and 
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) prognostic value in postmenopausal, node-
negative breast cancer patients bearing tumors with estrogen receptor (ER)/progesterone 
receptor (PR) expression, treated with locoregional therapy alone, within 3 different follow-
up periods: first five years after surgical treatment, second five years and during the who 
period of ten years. We focused our analysis on tumors of histological grade II in order to 
improve its prognostic value and, consequently, to improve a decision making process. The 
cytosol extracts of 73 tumor samples were used for assessing several biomarkers. ER and 
PR levels were measured by classical biochemical method. Cathepsin D was assayed by a 
radiometric immunoassay while both uPA and PAI-1 level determinations were performed 
by enzyme-linked immunosorbent assays. HER-2 gene amplification was determined by 
chromogenic in situ hybridization (CISH) in primary tumor tissue.  
Results: During the early follow up patients bearing tumors smaller than or equal to 2 cm 
(pT1) or those with low PAI-1 levels (PAI-1<6.35 pg/mg) showed favorable outcome 
compared to patients bearing tumors greater than 2 cm (pT2,3) or those with high PAI-1 
levels, respectively. Analyses of 4 phenotypes, defined by tumor size and PAI-1 status, 
revealed that patients bearing either pT1 tumors, irrespective of PAI-1 levels, or pT2,3 
tumors with low PAI-1 levels, had similar disease-free interval probabilities and showed 
favorable outcome compared to those bearing pT2,3 tumors with high PAI-1 levels.  
Conclusion: Our findings suggest that tumor size and PAI-1, used in combination as 
phenotypes are not only prognostic but might also be predictive in node-negative, 
postmenopausal breast cancer patients bearing histological grade II tumors with ER/PR 
expression, during an early follow-up period. 
Keywords: biomarkers, prognosis, locoregional therapy, pN0 
Research area: General surgery 
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Karcinom dojke je najčešća maligna bolest u ženskoj populaciji, ali je izlečiva u visokom 
procentu ukoliko se dijagnostikuje u ranom stadijumu [1]. Prema epidemiološkim 
podacima, u toku 2010. godine u svetu je registrovano oko 1,4 miliona novih slučajeva 
bolesti sa preko 450.000 smrtnih ishoda. Učestalost bolesti na globalnom nivou 
kontinuirano raste već 30 godina, a taj porast iznosi 3,1% godišnje [2]. Prosečna 
standardizovana stopa incidencije karcinoma dojke u centralnoj Srbiji u periodu 1999-2009. 
godine iznosila je 60,8/100.000, a mortalitetna stopa 20,2/100.000 [3].  
Primаrni operаbilni invаzivni kаrcinom dojke predstаvljа biološki i biohemijski heterogeno 
oboljenje, što se mаnifestuje heterogenim tokom bolesti, odnosno neizvesnošću u pogledu 
predviĎаnjа pojаve udаljenih metаstаzа.  
Prognostički faktori su definisani kao faktori koji predviĎaju rizik od nastanaka recidiva ili 
smrtnog ishoda bolesti nezavisno od terapijskog pristupa. Prognoza ranog (operabilnog) 
karcinoma dojke podrazumeva odreĎivanje verovatnoće ponovne pojave bolesti (relapsa) 
nakon hirurškog lečenja primarnog tumora dojke. 
Demicheli i sar. su još 1996.godine ukazali na postojanje dva pika na krivoj rizika za relaps 
kod pacijenata koji su hirurški lečeni zbog karcinoma dojke a nisu nakon toga primili 
adjuvantnu terapiju. Prvi pik obuhvata vremenski period do tri godine od primarnog 
hirurškog lečenja a drugi oko pete godine nakon hirurške terapije. [4-6]. Postojanje i 
identifikovanje ova dva rizična intervala za relaps uočeno je za različite podgrupe 
pacijenata, bez obzira na faktore prognoze/predikcije toka bolesti (status menopauze, status 
limfnih čvorova pazušne jame, veličinu tumora, status receptora za estrogen) što upućuje na 
biološki fenomen. Jedna od hipoteza kojom se može objasniti ova pojava je ta da hirurška 
trauma može indukovati i stimulisati proliferaciju i/ili angiogenezu ćelija tumora [7, 8]. 
Prvi pik na krivi rizika se može objasniti transformacijom malignih ćelija iz stanja bez 
deobe ćelija u stanje rasta bez krvnih sudova, kao i aktivacije faze stvaranja kapilara i 
daljeg rasta što predstavlja transformaciju mikrometastatskih žarišta u angiogenezni fenotip 





aktiviranju mikrometastatskih depozita koje se, usled „uspavanosti“ tumora, može desiti 
nekoliko godina nakon hirurške terapije [4,9]. 
Pored klasičnih faktora prognoze ranog karcinoma dojke (patološka veličina tumora, status 
aksilarnih limfnih nodusa, histološki i nuklearni gradus tumora, histološki tip tumora, 
limfo-vaskularna invazija, Notingem prognostički indeks (NPI), marker proliferativnosti 
Ki67, status receptora ER, PR, HER2/neu (c-erb B2), testovi multigenskih profila tumora, 
starost bolesnice i menstrualni status) istražuju se i novi prognostički markeri zbog 
činjenice da značajan broj pacijenata sa karcinomom dojke u ranom stadijumu ima 
mikroskopske metastaze u trenutku dijagnoze. Danas je poznato da aksilarni pN0 status 
automatski ne podrazumeva odličnu prognozu karcinoma dojke, niti da isključuje 
neophodnost primene adjuvantnog lečenja. Sistemska adjuvantna terapija poboljšava 
preživljavanje kod pacijentkinja sa ranim karcinomom dojke, a ona može uključivati osim 
hormonske terapije i hemioterapiju antraciklinima i taksanima. Ona je potencijalno toksična 
i velik izazov predstavlja identifikovanje visoko rizične podgrupe pacijentkinja u okviru 
relativno dobre prognostičke grupe pacijentkinja sa ranim karcinomom dojke (pN0).  
Stogа je od velike vаžnosti povezаti biološku аgresivnost bolesti (izrаženu pomoću 
klаsičnih i molekulаrnih biomаrkerа) sа njenom kliničkom аgresivnošću (izrаženom kаo 
vreme do pojаve metаstаze). Ovаj cilj se, nаjverodostojnije, može postići posmаtrаjući 
biološki tok bolesti, tj. tok bolesti nа koji аdjuvаntnа terаpijа nije uticаlа. 
Osаmdesetih godinа prošlog vekа, konsenzus koji se odnosio nа lečenje operаbilnog 
invаzivnog kаrcinomа dojke, kod bolesnicа sa aksilarnim pN0 statusom, nаlаgаo je dа se ne 
primenjuje аdjuvаntnа terаpijа. Ovаkаv stаv se zаsnivаo nа opšte poznаtom kliničkom toku 
bolesti nаvedene podgrupe bolesnicа koji je ukаzivаo nа to dа će se kod približno 30 % 
ovih bolesnicа rаzviti udаljene metаstаze tokom 10-ogodišnjeg prаćenjа tokа bolesti [10-
12]. Većina pacijenata u ovoj grupi (pN0) će dobiti adjuvantu terapiju iako je rizik od 
pojave relapsa 20-30%, tj. 70-80% će biti izlečeno samo lokalnom terapijom. Mnogi 






Dаnаs je, u kliničkoj prаksi, prihvаćen konsenzus zа lečenje bolesnicа obolelih od 
kаrcinomа dojke po kome se аdjuvаntnа terаpijа primenjuje u nаvedenoj podgrupi 
bolesnicа [13]. Oprаvdаnje zа ovаkаv stаv se može nаći u činjenici dа se, niti nа osnovu 
klаsičnih, niti nа osnovu molekulаrnih biomаrkerа, ne mogu definisаti podgrupe bolesnicа 
sa visokim, odnosno niskim rizikom zа pojаvu udаljenih metаstаzа. 
Prognoza karcinoma prvenstveno zavisi od njegove sposobnosti lokalne invazije i 
formiranja udaljenih metastaza. Nastanak udaljenih metastaza čini serija uzastopnih koraka 
koji uključuju remodelovanje ekstraćelijskog mastriksa (ECM), lokalnu invaziju, 
angiogenezu, intravazaciju, preživaljavanje maligne ćelije u cirkulaciji, ekstravazaciju i 
konačno rast na udaljenoj (sekundarnoj) lokalizaciji. Molekuli koji imaju potencijalno 
važnu ulogu u procesu nastanka metastaza su urokinazni plazminogen aktivator (uPA) i 
njegov inhibitor PAI-1. Mnoge studije su pokazale da postoji pojačana ekspresija uPA i 
PAI 1 u karcinomu dojke u odnosu na normalno tkivo dojke [14-16]. 
Katepsin D je proteaza koja osim fiziološke uloge u katabolizmu proteina ima i brojne 
uloge u procesu rasta i metastaziranja karcinoma. Pokazano je da je visoka koncentracija 
katepsina D u tkivu tumora dojke povezana sa povećanom verovatnoćom za invazivni rast 
tumora i za nastanak metastaza, verovatno usled toga što katepsin D stimuliše rast 
mikrometastaza na udaljenim mestima, pre nego lokalnu invaziju putem razaranja bazalne 
membrane [17]. 
1. 1. Kancerogeneza i metastaziranje 
1.1.1. Modeli heterogenosti tumora: kancerska stem ćelija i stohastiĉki model 
 
Moderno shvatanje nastanka kancera datira iz 1858 godine kada je Rudolf Virchow 
postavio revolucionarnu tezu “somnis cellula e cellula” , što znači da sve ćelije nastaju iz 
ćelija. Iz ove teorije je kasnije nastala ideja da ćelije karcinoma nastaju iz normalnih ćelija 
kod kojih je došlo do somatskih mutacija. Danas je opšte prihvaćeno da je kancer genetska 
bolest koja nastaje usled klonalnog, ekspanzivnog rasta jedne neoplastične ćelije. Ovo bi 





ćelije u okviru tumora nekontrolisano proliferišu [18]. Daleke 1963.godine primećeno je da 
samo frakcija limfomskih ćelija ima sposobnost klonogenog rasta kada su transplantirana 





u eksperimentalne životinje kako bi žapočeli tumorski rast a od ovog 
broja samo mali procenat ćelija će biti sposoban da formira metastaze [20,21,22]. 
Predložene su dve glavne teorije koje će pokušati da objasne zašto od svake tumorske ćelije 
ne može da nastane novi tumor i koje objašnjavaju heterogenost tumora [22]. Prema 
stohastičkoj teoriji sve tumorske ćelije su biološki ekvivalentne ali spoljašnji faktori 
(odbrambeni mehanizmi domaćina, koncentracije faktora rasta, mikrosredina rasta tumora) 
i/ili unutrašnji faktori (vreme u toku ćelijskog ciklusa) sprečavaju da se svaka ćelija isto 
ponaša. Drugim rečima, ponašanje svake ćelije je potpuno nepredvidivo i nasumično i pod 
uticajem je nekih ili možda svih unutrašnjih i spoljašnjih faktora. Kao rezultat toga tumor 
će sačinjavati ćelije sa različitim proliferativnim kapacitetom. Glavna karakteristika ovog 
modela je ta da svaka ćelija ima podjednak potencijal za inicijaciju i održivost tumorskog 
rasta ali većina ćelija neće nastaviti proliferaciju zbog male kumulativne šanse za 
ostvarivanje pogodnih unutrašnjih i spoljašnjih faktora. Teorija pretpostavlja da je tumor 
sastavljen od homogene populacije ćelija i da su tumorogeni mehanizmi funkcionalni u 







Slika 1. Stem ćelijski i stohastički model.  Preuzeto iz De Vita, Hellman, Rosenber. Cancer principles and 
practice of oncology, 9
th
 ed 2011 Lipincott Williams and Wilkins [18] 
 
Drugi model je hijerarhijski model, koji se zasniva na modelu biologije normalnog 
somatskog tkiva. Prema ovom modelu većinu ćelija u normalnom tkivu čine neproliferišuće 
odrasle čelije koje se neprekidno zamenjuju velikom grupom brzo proliferišućih mladih 
ćelija koje nastaju od retkih stem ćelija na vrhu te hijerarhije. Prema ovoj teoriji samo 
ograničen broj ćelija u okviru heterogenog tumora je sposoban da inicira tumorogeni rast. 
Ova fenotipski-različita populacija tumorogenih ćelija predstavlja ćelije slićne “stem” 





“Stem” ćelija kancera je definisana kao ćelija kancera koja ima sposobnost i da se 
samostalno obnovi i da bude prekursor ostalim tumorogenim ćelijama ali i da pretrpi 
diferencijaciju, kao bi od nje nastala fenotipski raznovrsna (netumorogena) populacija 
ćelija koja čini ostatak tumora [29,30]. 
MeĎutim, definitivno ćelijsko poreklo CSC ostaje nejasno. Ukoliko ove ćelije potiču od 
normalne “stem” ćelije, onda bi ćelije kancera mogle da preuzmu postojeće regulatorne 
puteve “stem” ćelije za samostalno obnavljanje. Sa druge strane, ako ove ćelije potiču od 
zrelih, diferentovanih ćelija, potrebne su onkogene mutacije za de-diferencijaciju i 
samostalno obnavljanje [22.26, 29,30]. 
Diskutabilno je to što zrele ćelije imaju veoma ograničen životni ciklus i, stoga, nije 
verovatno da bi sve potrebne mutacije mogle da se dogode tokom relativno kratkog života 
ovih ćelija. Nasuprot tome, neograničen kapacitet normalne “stem” ćelije za samo-
obnavljanje znači da ove ćelije mogu da budu jedine ćelije koje su prisutne dovoljno dugo 
da bi akumulirale potrebne mutacije [22,25,26,29,30]. 
Iako većina normalnih ćelija u dojci ima ograničen kapacitet za samo-obnavljanje, nedavne 
studije su pokazale da mlečna žlezda može u celosti da bude rekonstruisana pomoću jedne 
epitelne “stem” ćelije [31]. 
Pored samo-obnavljanja, nekoliko drugih, klasičnih karakteristika normalne “stem” ćelije u 
velikoj meri podseća na uočeno eksperimentalno i kliničko ponašanje malignih ćelija 
kancera dojke, uključujući aktivaciju anti-apoptotskih puteva, povećan kapacitet za 
rezistenciju na lekove i potreba za tzv. “utočištem” ili mikro-okruženjem za rast tumora. 
Smatra se da su “stem” ćelije otpornije nego diferentovane ćelije na agense koji oštećuju 
DNK zbog njihove sposobnosti da pretrpe asinhronu sintezu DNK i zbog njihovog 
povećanog kapaciteta za popravku DNK. Uprkos neograničenom kapacitetu za samo-
obnavljanje, normalne “stem” ćelije su u relativnom stanju mirovanja i retko se dele osim 
ako nisu aktivirane [26,32,33] Obzirom na to da su mnogi lekovi za lečenje kancera 
napravljeni tako da ubijaju ćelije koje se aktivno dele, “stem” ćelije kancera mogu da ih 
izbegnu. Normalne "stem" ćelije opstaju u fiziološki-jedinstvenom okruženju tzv. 
“utočište” "stem" ćelije. Ovo utočište obezbeĎuje mesto za vezivanje za "stem" ćelije preko 





spoljašnje faktore koji kontrolišu broj, rast i difierencijaciju "stem" ćelija [34-38]. U 
normalnim fiziološkim uslovima ono obezbeĎuje finu kontrolu proliferacije, uglavnom 
putem zadržavanja ćelija u G0-fazi ćelijskog ciklusa i/ili uravnotežavanjem proliferacije i 
apoptoze tako da populacija "stem" ćelija ostane konstantna [39, 40, 41, 42]. 
 
1.1.2. Epitelno mezenhimalna tranzicija (EMT) 
 
Epitelno mezenhimalna tranzicija (EMT) predstavlja složen molekularni i ćelijski program 
u toku embrionalnog ravoja u kome epitelne ćelije gube svoje karakteristike diferencijacije 
i dobijaju mezenhimalni fenotip. Ovaj fenoment EMT je najčešće korišćena teorija koja 
objašnjava nastanak udaljenih metastaza porekla epitelnih ćelija, uključujući i karcinom 
dojke. Postoje podaci da indukcija EMT dovodi do progresije tumora usled tumorske 
invazije, sposobnosti za metastaziranje i rezistencije na terapiju.  
Glavne karakteristike EMT-a uključuju razaranje tesnih veza (tight junctions) i posledični 
gubitak kontakta izmeĎu ćelija. Kao rezultat ovog procesa tkiva gube svoje epitelne 
karakteristike i dobijaju mezenhimalnu morfologiju. Ove ćelije tada imaju veći kapacitet za 
obnavljanje stvarajući heterogenu subpopulaciju koja ima veliki motilitet dovodeći do 
odvajanja od matičnog epitelnog tkiva organa. [43,44].  
Ova subpopulacija kancerskih ćelija dobija karakteristike slične stem ćelijama (stem like 
cells) [45],i ispoljava mezenthimalne karakteristike, migrira od primarnog tumorskog 
ishodišta ka udaljenog mestu metastatskom mestu. [46] Tumorske ćelije koje su prošle kroz 
epitelno mezenhimalnu tranziciju dobijaju neke markere na površini ćelije koje su slične 
kancerskim stem ćelijama. [47,48]. 
Morfologija mezenhimalnih ćelija je takva da su odlično adaptirane za migraciju. U toku 
EMT dolazi do gubitka epitelnog adhezionog protein E-kaderina i citokeratina uz dobijanje 







Slika 2. EMT prelaz: cadherin switching [50] 
 
Ovaj process se naziva “cadherin switching” uz tzv.down regulaciju E-kaderina i up 
regulaciju N-kaderina [49,50] [Slika 2]. U nekoliko studija koje su uključivale različite 
podtipove raka dojke su istraživani markeri vezani za process EMT, kao što su Vimentin, 
N-kaderin, Snail, Slug, Twist, N-Kaderin i ekspresija citokertina, imunohistohemijskom 
metodom (IHC). Ekspresija ovih biomarkera je bila veća kod basal-like podtipova 
karcinoma dojke koji su agresivniji [45,51-54].  
Aleskandarany i sar. su pokazali da je kaderinski prelaz (cadherin switch) tj. E-cadherin- 
/N-cadherin+ fenotip češći kod HER2+ karcinoma dojke [53]. 
Postoji sve više podataka da tumorske ćelije koje pokazuju osobine slične kancer stem 
ćelijama mogu lako da prežive hemioterapijske agenske i ciljane terapije. Fenotipski, ćelije 
slične stem ćelijama karcinoma dojke eksprimiraju visok nivo CD44, nizak nivo CD22 
(CD44high/CD24low) kao i povišen nivo ALDH1 (aldehid dehidrogenaza 1) [55,56,57].  
Liu i saradnici su identifikovali jedinstvenu stem ćeliju karcinoma dojke sa mezenhimalnim 
karakteristikama MET (mesenchymal-like BCSCs) koja ima visok nivo CD44, nizak nivo 
CD 24 (CD44high /CD24low fenotip) kao i visok nivo ALDH1 [58]. Ove MET ćelije se ne 
dele rapidno i lokalizovane su na marginama tumorske invazije dok se epitelnim ćelijama 
slične stem ćelije karcinoma dojke deli ubrazano i lokalizovane su u centralnom delu 








Slika 3. Plastičnost: Ćelije slične stem ćelijama karcinoma dojke ispoljavaju mogućnost transformacije od EMT do MET 
[50] 
 
1.1.3. Uspavanost tumora 
 
Tokom poslednjih nekoliko decenija postignuti su veliki napredci vezani za detekciju i 
lečenje raka dojke. Uprkos svemu, rak dojke je i dalje najčešći tumor u ženskoj populaciji 
[59] i vodeći uzrok smrti, uglavnom usled metastaziranja u regionalne limfne noduse i 
udaljenja mesta kao što su pluća, jetra, mozak i kosti [60,61].  
U koliko se primarni tumor detektuje i ukloni pre nastanka metastaza šanse za izlečenje su 
velike uz očekivano dugo preživljavanje bez bolesti DFI (disease-free survival) . MeĎutim, 
u koliko je već došlo do diseminacije primarnog tumora, terapeutska strategija uglavnom 
podrazumeva korišćenje citotoksičnih lekova koji često imaju ozbiljna neželjena dejstva, i 
često ne dovode do izlečenja bolesti. Metastatsko širenje nakon uklanjanja tumora je teško 





javljanja bolest koje se kod raka dojke može javiti čak i desetinama godina nakon perioda 
bez bolesti i završenog lečenja [62,63]. 
Ova obzervacija se naziva klinička uspavanost tumora i podržana je autopsijskim studijama 
koje su raĎene na osoboma koje su umrle usled nesreća ili trauma tj. na osoboma koje nisu 
imale kancer [64,65]. 
U ovim studijama koje su analizirali Black and Welsh [64], in situ kancer dojke je naĎen u 
39% žena starosti 40 do 50 godina uprkos činjenici da je kod samo 1% žena u ovoj 
populaciji dijagnostikovan karcinom in situ u toku života.  
Metastaziranje se definiše kao širenje ćelija kancera od primarnog tumora i stvaranje 
sekundarnog depozita na udaljenoj lokaciji [60,61,66]. 
Metastatski process se sastoji od niza kompleksnih i uzastopnih koraka a kancerske ćelije 
moraju uspešno da savladaju svaki korak u toj kaskadi kako bih došlo do stvaranja 
metastatskog tumora. Ovi koraci uključuju tzv.beg od primarnog tumora (ekstravazacija), 
limfnu ili hematogenu diseminaciju, preživljavanje u cirkulaciji, ekstravazaciju na 
sekundarnu lokalizaciju, rast i stvaranje mikrometastaza na sekundarnog lokaciji, nastavak 
rasta uz obezbeĎivanja adekvatne vaskularizacije i stvaranje klinički detektabilne 
makrometastaz [60,61,66-69]. 
Imajući u vidu kompleksnost i veliki broj koraka kroz koji metastatska ćelija mora uspešno 
da proĎje nije začudjujuće da mnoge kliničke i eksperimentalne studije pokazuju da je u 
stvari process metastaziranja veoma neefikasan process [70-74]. 
Eksperimentalne studije pokazuju da su rani koraci u toku hematogenog metastaziranja 
(intravazacija, preživljavanje, ekstravazacija) veoma efikasni i da čak 80% ćelija uspešno 
savlada te korake u toku metastaske kaskade. Medjutim samo će mali broj ćelija 
(procenjeno na oko 2%, u zavisnosti koji eksperimentalni model je korišćen) biti sposobno 
da započne rast na sekudarnoj lokaciji i da stvori mikrometastaze. Od ovog broja ćelija će 
takodje još manji broj (procenjeno na oko 0.02% u zavisnosti koji eksperimentalni model je 





Dakle, na osnovu eksperimentalnih modela se može zaključiti da su ovi kasni koraci u 
metastatskoj kaskadi veoma neefikasni. Postavljena je hipoteza da su ta dva koraka 
(inicijalni rast sa formiranje mikrometastaza, i nastavak rasta I formiranje makrometastaze) 
odlučujući u metastatskoj kaskadi u smislu formiranja uspavanih metastatskih ćelija [73,75-
79]. 
Ova hipoteza je podržana i kliničkom obzervacijom da uprkos činjenici da se kod 
pacijenata sa rakom u krvotoku ali i na udaljenih lokalizacijama mogu detektovati stotine 
hiljada pojedinačnih diseminovanih ćelija [80], samo mali procenat progredira u smislu 
ispoljavanja makroskopskih metastaza [71,81,82]. Fiziološki i patološki uticaju koji dovode 
do prevage ka strani mirovanja ili proliferaciji i dalje nisu potpuno jasni.  
Do sada je veoma poznato da pojedini tipovi karcinoma daju metastaze u specifičnim 
organima. Rak dojke ima poseban afinitet za metastaziranje u regionalne limfne čvorove, 
pluća, jetru, kosti i mozak [60].  
Džejms Juing (James Ewing) je dvadesetih godina prošlog veka snatrao da je samo 
metastaziranje krvotokom dovoljno i odgovorno za transport tumorskih ćelija do 
sekundarnih lokalizacija i za organ-specifičnu implantaciju metastatskih ćelija [83]. 
Medjutim, nakon Juingove teorije pojavile su se teorije naspram njegove, koje su smatrale 
da postoji dodatni mehanazam na molekularnom nivou koji može da objasni zašto i kako se 
ćelija kancera zaustavljaju i započinju rast na svojim omiljenim metastatskim mestima. 
Glavna, centralna, teorija medju mnogim je “seed and soil” teorija, tzv. teorija plodnog tla 
koju je 1889 godine postavio Stephen Paget [84,85]. Pedžet je predvideo da ćelije kancera 
(the “seed”-seme) mogu da prežive i proliferišu samo na onim sekundarnim lokalizacijama 
(the “soil”-tlo) koje proizvode faktore rasta koji odgovaraju tim odreĎenim tipovima 
metastatskih ćelija, i ta teorija je preživela kroz vreme [86-90].  
U meta analizi publikovanih autopsijskih studija [91], Weiss je pokazao da postoji znatno 
veći broj metastatskih ćelija raka dojke u kostima nego što bi se očekivalo samo na osnovu 
analize protoka krvi. Ovo govori u prilog da su mikrosredina tj plodno tlo “soil” veoma 





utiču na rast tumorskih ćelija, već mogu da utiču i da dovedu do uspavanosti tumora, putem 
supresije imunih mehanizama, angiogeneze i izmene signala u kaskadi regulacije rasta 
tumorskih ćelija (growth-related signaling pathways) [92-105]. 
 Dakle, uloga mikrosredine u metastatskom procesu je značajna, posebno sa započinjanje i 
održavanje rasta metastatskih ćelija ali i za održavanje uspavanosti tumorskih ćelija na 
sekundarnoj lokalizaciji.  
Studije na eksperimentalnim modelima metastaziranja su pokazale da se uspavanost može 
javiti na dva kritična mesta u toku razvoja metastaza na sekundarnoj lokolizaciji, u 
stadijumu postojanja jedne čelije i mikrometastatskoj fazi. [75-79].  
Sudbina metastatske ćelije nakon dolaska do sekundarnog mesta može ići u tri pravca; 
mogu da proliferiši i formiraju mikrometastaze, mogu da umru, ili mogu da budu žive ali 
uspavane [60,73].  
Ove pojedinačne, uspavane ćelije se nalaze u produženoj G0 fazi ćelijskog ciklusa, u fazi u 
kojoj nema proliferacije niti apoptoze a ova uspavanost ih u stvari štiti od mnogih 
uobičajenih citotoksičnih lekova koji deluju samo na ćelije koje prolaze kroz ceo ćelijski 
ciklus [73, 75,79,106].  
Još uvek nije poznato da li ove pojedinačne uspavane ćelije predstavljaju specijalizovanu 
subpopulaciju ćelija koje su programirane da ostanu uspavane ili ne-specijalizovanu 
populaciju ćelija kojoj ne odgovara odredjena mikrosredina za rast, ili možda kombinaciju 
ova dva mehanizma.  
U koliko ove solitarne ćelije počnu da proliferišu i da formiraju mikrometastaze, njihova 
sudbina takoĎe može ići u tri praca: mogu da nastave sa proliferacijom Iida formiraju 
vaskularizovane makrometastaze, mogu da umru ili mogu da nastave život kao uspavane 
mikrometastaze. Uspavanost na ovom nivou je rezultat balansa izmedju proliferacije i 
apoptoze u okviru ćelijske populacije tako da ne dolazi do uvećanja veličine 
mikrometastaze [60,76,107]. Smatra se da je ovaj tip uspavanosti rezultat nemogućnosti 





mehanizama mikrosredine koji sprečavaju uključivanje procesa angiogeneze (angiogenic 
switch) [65,108]. 
Uspavane mikrometastaze i solitarne, pojedinačne uspavane ćelije doprinose mogućoj 
pojavi relapsa bolesti iako su njihove karakteristike, i verovatno mehanizmi različiti. 
Postoji značajan broj problema vezanih za eksperimentalno proučavanje uspavanosti ćelija, 
koji se uglavnom odnose na ograničen broj in vivo modela usled bioloških i tehničkih 
problema vezanih za identifikaciju, kvantifikaciju i praćenje pojedinačnih uspavanih ćelija i 
malih uspavanih mikrometastaza. 
Sa biološke tačke gledišta, heterogena priroda kancerskih ćelija nosi sa sobom odreĎene 
probleme zbog toga što subpopulacija pojedinačnih uspavanih ćelija i ćelija koje su aktivne, 
rastu i formiraju mikrometastaze koegzistiraju u istom organu [70,73, 79, 109], uz prisutnu 
destrukciju okolnog tkiva, otežavajući praćenje jedne ćelijske populacije kroz vreme. 
TakoĎe, ćelijska populacija tumora sadrži zajedno neangiogenu i angiogenu subpopulaciju 
ćelija [110,111]. Nekoliko studija su uspele da pokažu prisustvo solitarnih uspavanih ćelija 
in vivo koristeći fluorescentne markere, negativna histološka bojenja za proliferaciju i 
markere za apoptozu (i.e. Ki67, TUNEL) [70,73,75,79,106,109,112-114]. Detekcija 
uspavanih mikrometastaza je manje tehnički zahtevna od detekcije pojedinačnih uspavanih 
ćelija. Tehnologija vizualizacije tumorskih ćelija koji vrše ekspresiju luciferaze (luciferase-
expressing tumor cells) omogućava praćenje uspavanih tumora u realnom vremenu, kao i 
analizu angiogenog prelaza [115]. Na žalost ova tehnika još uvek ne može da se koristi za 
vizualizaciju uspavanih mikrometastaza kod pacijenata ali je u toku razvoj NMR visoke 
rezolucije [109,116] i trodimenzionalnog visoko frekventnog ultrazvuka [117] koji 
pokazuju obećavajuće rezultate za kliničku primenu.   
Klinički dokazi za postojanje uspavanih tumora 
Iako se klinićka uspavanost tumora može javiti kod svih karcinoma , najjači dokazi se 
odnose na non-Hodgkinov limfom [118,119], karcinom bubrega [120], melanom [121], i 





definisana u kliničkoj praksi kao DFI (disease free survival - period bez bolesti) tj period od 
momenta inicijalnog lečenja raka dojke do pojave relapsa bolesti. Prisustvno bolesti bez 
njegove kliničke manifestacije je u stvari veoma često kod raka dojke a podržano je broj 
autopsijskim studijama  [6,7] i činjenicom da pacijenti sa naizgled lokalizovanom bolešću 
(na osnovu sadašnjih kliničkih parametara) imaju pojedinačne tumorske ćelije u koštanoj 
srži i ili krvi [124-130]. Brojne studije su pokazale da je postojanje izolovanih tumorskih 
ćelija u koštanoj srži nezavistan prognostički faktor i da oko 30% pacijenata sa rakom dojke 
imaju mikrometastaze u koštanoj srži u momentu postavljanja dijagnoze. Medjutim od 
ovog broja će samo 30–50% pacijenata razviti klinički evidentne mikrometastaze u toku 
petogodišnjeg praćenja [131-137]. Ove obzervacije i činjenice ukazuju na progresiju bolesti 
od uspavane minimalne rezidualne bolesti ka klinički evidentnoj bolesti utiču najpre 
fenotipske karakteristike pojedinaćnih diseminovanih ćelija, faktori mikrosredine i ili 
karakteristika pacijenata (npr imuni odgovor), ili interakcija ovih faktora.  
1. 2. Faktori prognoze/predikcije toka bolesti za primarni karcinom dojke  
 
Prognostički i prediktivni faktori u svakodnevnoj praksi služe za stratifikaciju bolesnika u 
dve grupe: prvu, sa bolesnicima za koje se očekuje da će imati benefit od adjuvantne 
sistemske terapije, u koju su uključeni i bolesnici sa limfonodalnim metastazama, kao i 
podgrupa bolesnika sa negativnim limfnim nodusima; i drugu, sa bolesnicima kod kojih 
rizik i troškovi adjuvantne terapije prevazilaze očekivani benefit iste [138]. U tom smislu 
treba razlikovati ova dva pojma. 
Prognostički faktor je varijabla koja pokazuje da su neke heterogenosti tumora i domaćina 
povezane sa prirodnim tokom bolesti i njenim ishodom, a u odsustvu terapije. U tom smislu 
predstavlja marker značajan za relaps bolesti.  
Sa druge strane, prediktivni faktor je termin koji se obično koristi u kontekstu odgovora 
tumora na neki terapijski pristup. Ovi faktori zavise od karakteristika samog tumora, kao i 
karakteristika bolesnika, a njihova identifikacija nam može pomoći u odreĎivanju najboljeg 
terapijskog modaliteta za svakog bolesnika individualno. Naročito je važna identifikikacija 





Neki faktori, kao npr. status estrogenskih i progesteronskih receptora, ili Her2/neu genska 
amplifikacija i/ili prekomerna ekspresija su i prediktivni i prognostički faktori. 
U rutinskoj kliničkoj praksi, u upotrebi je nekoliko dobro poznatih prognostičkih i 
prediktivnih faktora koji su važni u izboru terapijskog režima [139-141]. To su: status 
limfnih čvorova pazušne jame, veličina tumora, histološki tip i gradus tumora, 
limfovaskularna invazija, status receptora za estrogen i progesteron, Her2/neu status, starost 
i menopauzni status bolesnice.Pored njih, definisani su i faktori koji se ne koriste u 
svakodnevnoj praksi ali mogu da imaju prognostički uticaj kod bolesnika sa karcinomom 
dojke [142-144]. Tu spadaju: povećana ekspresija UPA i njegovog inhibitora PAI-1, 
detekcija mikrometastaza u kostnoj srži u trenutku postavljanja dijagnoze, markeri invazije 
i angiogeneze i dr.  
1. 2. 1. Klasiĉni faktori prognoze/predikcije toka bolesti  
 
Klasični faktori prognoze/predikcije toka bolesti se mogu podeliti na one vezane za 
karakteristike tumora i one vezane za karakteristike domaćina tumora (bolesnika). 
 
1.2.1.1. Parametri tumora 
 
U patohistološke parametre tumora spadaju: status limfnih čvorova pazušne jame, veličina 
tumora, histološki tip i gradus tumora i limfovaskularna invazija. 
U daljem tekstu će svaki od navedenih parametara bit posebno obraĎen. 
 
1.2.1.1.1. Status limfnih čvorova pazušne jame 
 
Status limfnih čvorova pazušne jame se obično procenjuje intraoperativno metodom 
biopsije sentinel limfnih čvorova ili nakon disekcije pazušne jame, obzirom da je klinička 
evaluacija neprecizna. Definiše se kao broj pozitivnih u odnosu na ukupan broj limfnih 
čvorova dostavljenih na pregled. Veličina metastatskih depozita u limfnom čvoru definiše 
se kao: 





- mikrometastaze, ako su metastaze >0.2mm, a ≤2mm, i 
- makrometastaze, ako su metastaze >2mm.  
 
Prisustvo, odnosno odsustvo metastaza u limfnim čvorovima pazušne jame predstavlja 
najznačajniji prognostički faktor kod karcinoma dojke [145,146]. Recidivi karcinoma 
dojke, prema nekim podacima u literaturi, jave se kod 20-25% pacijentkinja bez zahvaćenih 
limfnih čvorova u pazušnoj jami u 10-godišnjem periodu od primarnog lečenja, a kod 75% 
pacijentkinja sa aksilarnim limfonodalnim metastazama [147]. Ipak, značajnijaprognostička 
informacija dobija se na osnovu broja metastatskih limfnih čvorova nego na osnovu samog 
prisustva/odsustva metastaza u regionalnim limfnim čvorovima [148].  
 
Pacijenti se prema broju zahvaćenih limfnih čvorova razvrstavaju u 4 grupe [149]: 
 I grupa, sa 0 zahvaćenih limfnih čvorova,  
 II grupa,sa 1 do 3 pozitivna limfna čvora, 
 III grupa, sa 4 do 9 pozitivnih limfnih čvorova, 
 IV grupa, sa 10 i više pozitivnih limfnih čvorova. 
 
Većina studija pokazala je da postoji povezanost izmeĎu broja zahvaćenihlimfnih čvorova i 
verovatnoće za pojavu relapsa bolesti, kao i preživljavanja [145, 150]. Procenat recidiva u 
prvih 5 godina od inicijalnog onkološkog lečenja karcinoma dojke rasteod 19.4% kod 
pacijentkinja bez limfonodalnih metastaza do 82.2% kada su zahvaćeni 21 ili više limfnih 
čvorova, dok odgovarajuće 5-godišnje stope preživljavanjapadaju sa 71.6% na 22.2% 
[151]. Prognostički značaj aksilarnih metastaza se održava i u studijama u kojima je kod 
pacijentkinja primenjena preoperativna hemioterapija [152]. Položaj zahvaćenih limfnih 
čvorova (aksilarni nivo I, II ili III), veličina intranodalnih metastaza (mikroskopske, 
makroskopske) i prisustvo ekstranodalne ekstenzije su takoĎe prognistički značajni 
parametri, ali ipak sa manje značaja u odnosu na broj metastatskih limfnih čvorova 
[153,154]. 
Status limfnih čvorova pazušne jame je parametar koji se uzima u obzir pri odlučivanju o 





indikovano je kod svih pacijenata sa pozitivnim aksilarnim limfnim čvorovima jer kod njih 
stope recidiva u 10-godišnjem periodu dostižu 70% [156]. 
Iako su u slučaju operabilnih pacijenata metastaze u pazušnoj jami najvažnija determinanta 
prognoze bolesti, brojni pacijenti sa metastazama su živi i bez recidiva i nekoliko godina 
nakon hirurške terapije. Sa druge strane, približno 25% pacijenata bez metastaza ne bude 
izlečeno lokalno-regionalnom terapijom, što ukazuje na to da je status limfnih čvorova 
pazušne jame nepotpun pokazatelj sistemske bolesti [157,158]. 
 
1.2.1.1.2. Veličina tumora  
 
Veličina tumora predstavlja najveću dimenziju tumora, nakon merenja u najmanje dva 
pravca [159]. Razlikuju se makroskopskai mikroskopska (histopatološka, pT) veličina 
tumora, ali je mikroskopska ona koja može preciznije odrediti invazivnu komponentu 
tumora, a samim tim je i kao parametar pouzdanija za prognozu. Naime, grupa autora je 
pokazala da su meĎu pT1N0 pacijentima, oni slučajevi kod kojih je tumor bio 
makroskopski „mali“ a mikroskopski „veliki“ imali lošije preživljavanje bez znakova 
udaljene bolesti u odnosu one sa suprotnim karakteristikama tumora – 77% vs. 100%, 
respektivno [160]. 
Veličina tumora predstavlja funkciju vremena tokom koga tumor raste, odnosno funkciju 
brzine rasta tumora [161]. Ona je u direktnoj korelaciji sa verovatnoćom za nastanak 
regionalnih metastaza, kao i sa brojem zahvaćenih aksilarnih limfnih čvorova [146,150]. I 
broj udaljenih metastaza raste sa povećanjem veličine tumora, te je veličina tumora u 
direktnoj korelaciji sa verovatnoćom za pojavu relapsa bolesti i smrtni ishod [162]. 
MeĎutim, ni tumori iste veličine ne moraju imati istu brzinu rasta, proliferativne 
karakteristike malignih ćelija i agresivnost [163]. 
 
Veličina tumora je od posebnog interesa u grupi pacijentkinja sa negativnim 
statusomlimfnih čvorova. Prema podacima SEER (engl. Surveillance, Epidemiology and 
End Results), na uzorku od preko 13 000 pacijentkinja sa karcinomom dojke i 





imale ukupno 5-godišnje preživljavanje od skoro 99%, u poreĎenju sa 89% kod tumora 
izmeĎu 1 i 3cm i 86% za tumore izmeĎu 3 i 5cm [145]. Ova povezanost je primećena i kod 
dužeg praćenja pacijenata. 20-godišnje preživljavanje bez znakova bolesti kod T1/T2N0M0 
pacijentkinja iznosilo je 88% za tumore manje ili veličine 1cm, 72% za tumore veličine od 
1.1 do 3cm, odnosno 59% za tumore veličine od 3.1 do 5cm [164]. Pored toga, medijana 
vremena do progresije bolesti je kraća što je veći tumor [165]. 
 
Veličina tumora je, dakle, prediktivni faktor za status limfnih čvorova pazušne jame, ali i 
nezavistan prognostički faktor kod pacijenata sa negativnim statusom limfnih čvorova. 
Rutinski se koristi pri odlučivanju o primeni adjuvantne sistemske terapije. Pacijenti sa 
negativnimaksilarnim limfnim čvorovima i tumorima veličine do ili 1cm predstavljaju 
grupu sa najpovoljnijom prognozom bolestikoji ne bi imali značajne koristi odprimene 
adjuvantne sistemske terapije [166]. Generalno, za pacijente sa tumorima 1-2 cm treba 
razmotriti primenu adjuvantne terapije jer kod njih postoji rizik za pojavu udaljenih 
metastaza od preko 20% [167].  
 
Sa druge strane, u slučaju pozitivnog statusa limfnih čvorova pazušne jame, veličina tumora 
nije nezavisan parametar prognoze [151]. 
1.2.1.1.3. Histološki tip tumora  
 
U skladu sa preporukama Svetske zdravstvene organizacije [168], invazivni karcinomi se, 
na osnovu porekla malignih ćelija, mogu podeliti na invazivne duktalne karcinome (IDC) 
iinvazivne lobularne (ILC) karcinome. Uprkos ovoj podeli, maligni tumori oba tipa nastaju 
iz iste regije dojke - terminalne duktalno-lobularne jedinice [169].  
 
Prema histološkoj slici i imunohistohemijskom profilu razlikuju se [170,171]: 
⁻ Invazivni duktalni karcinom  
⁻ Morbus Paget  
⁻ Invazivni lobularni karcinom  





⁻ Kribriformni karcinom 
⁻ Adenoid cistični karcinom  
⁻ Mucinozni (koloidni) karcinom  
⁻ Endokrini tumori  
⁻ Karcinoid  
⁻ Medularni karcinom  
⁻ Papilarni karcinom  
⁻ Lymphoepithelioma-like karcinom  
⁻ Acinic cell karcinom  
⁻ Maligni mioepiteliom (mioepitelni karcinom)  
⁻ Retki tipovi karcinoma (metaplastični, apokrini, lipid-rich, sebacealni, sekretorni, 
clear-cell, karcinom sa džinovskim ćelijama tipa osteoklasta, karcinom dojke sa 
horiokarcinomskim karakteristikama, melanotični karcinom). 
 
Definisana su tri tipa invazivnih karcinoma na osnovu zastupljenosti karakteristične 
histološke slike [171,173]:  
Specijalni tip - karakteristična histološka slika čini 90% karcinoma, bolja prognoza.  
Tip koji nije drugačije specificiran – najčešći, karakteristična histološka slika zastupljena sa 
manje od 50%.  
Mešoviti tip - relativno često zastupljen, u više od 50%, ali manje od 90% tumora 
zastupljene karakteristike specijalnog tipa.  
Brojne studije o prognostičkom značaju histološkog tipa karcinoma dojke su dale 
kontradiktorne rezultate [174,175]. Za najčešće histološke tipove karcinoma dojke (IDC i 
ILC) nije naĎena korelacija sa pojavom udaljenih metastaza.Za nekoliko posebnih 
histoloških tipova karcinoma dojke, kao što su mucinozni, tubularni, papilarni i tipični 
medularni, pokazano da korelišu sa manjim rizikom za rasejavanje malignih ćelija, te da 
imaju povoljniju prognozu kod N0 grupe pacijenata, dok pacijenti sa atipičnim medularnim 
karcinomom imaju lošiju prognozu [176-179]. Ipak, ovi specifični tipovi karcinoma čine 





1.2.1.1.4. Histološki gradus tumora 
 
Usled nesavršenosti statusa limfnih čvorova i veličine tumora kao faktora 
prognoze/predikcije toka bolesti, u kliničku praksu je uveden novi parametar - histološki 
gradus tumora- kako bi se adekvatnije procenila prognoza bolesti i optimizovalo lečenje 
pacijenata [181]. 
Histološki gradus tumora obuhvata dve, meĎusobno nezavisne osobenosti malignih ćelija: 
proliferativnost i diferentovanost [182]. Proliferativnost je izražena kroz prisustvo/odsustvo 
malignih ćelija u mitozi, ćelija sa hiperhromatizmom i ćelija koje pokazuju pleomorfizam. 
Diferentovanost je izražena kroz prisustvo/odsustvo sposobnosti malignih ćelija da 
obrazuju tkivo (tubularne strukture) dojke.Diferentovanost tumora je morfološki pokazatelj 
agresivnosti tumora [183]. 
U pokušaju da se poboljša neusaglašenost koje je bila prisutna izmeĎu nalaza 
različitihpatologa, predloženi su višegradni sistemi za gradiranje tumora.  
 
Najčešće se koristi Nottingham sistem gradiranja [184] koji je Elston-Ellis modifikacija 
Scarff-Bloom-Richardson sistema gradiranja [185]. Prema ovom sistemu, gradus skor se 
izračunava evaluacijom tri elementa: 
a - procenat zastupljenosti tubularnih struktura (skor 1 - 3); 
b - nuklearni pleomorfizam/atipija (skor 1 - 3); 
c - broj mitoza (skor 1 - 3). 
Sumiranjem ovih skorova, dobija se ukupni gradus skor koji može biti u opsegu od 3 do 9, 
a shodno njemu, definišu se gradusi tumora:  
 
 Gradus I (ukupni skor 3, 4 ili 5) - dobro diferentovani tumori; niska proliferativnost 
i visokadiferentovanost malignih ćelija; 
 Gradus II (ukupni skor 6 ili 7) - umereno diferentovani tumori; niska 
proliferativnost i niskadiferentovanost ili visoka proliferativnost i visoka 





 Gradus III (ukupni skor 8 ili 9) - slabo diferentovani tumori; visoka proliferativnost 
i niskadiferentovanost malignih ćelija. 
 
Većina studija je potvrdila da pacijenti čiji su tumori visokog gradusa, odnosnoslabo 
deferentovani, imaju veći rizik za relaps bolesti od onih čiji su tumori niskog gradusa, 
odnosno dobro diferentovani [186]. 
Histološki gradus je značajan prognostički faktor i za ukupno preživljavanje, kako za 
pacijente sa pozitivnim, tako i za pacijente sa negativnim statusom limfnih čvorova [149]. 
Ustanovljeno je da adjuvantna hemioterapija dovodi do značajnog poboljšanja toka bolesti i 
u grupi pacijenata sa negativnim i u grupi pacijenata sa pozitivnim statusom limfnim 
čvorovima koji imaju slabo diferentovane tumore, u poreĎenju sa odgovarajućim 
pacijentima koji imaju dobro diferentovane tumore [187]. Dakle, visok histološki gradus 
može da ukaže na bolji odgovor pacijenta na adjuvantnu hemioterapiju. 
Najveći prognostički značaj, meĎutim, ima kombinacija tri do sada opisana faktora: statusa 
limfnih čvorova pazušne jame, veličine tumora i histološkog gradusa [188]. 
Povezivanje stadijuma bolesti sa histološkim gradusom tumora omogućava definisanje dve 
dijametralnosuprotne grupe pacijenata u pogledu prognoze bolesti, odnosno vremena do 
pojave relapsa bolesti: 
- jedne, sa najmanjim rizikom, u kojoj su pacijenti sa tumorima manjim od ili jednakim 2 
cm, bezmetastaza u limfnim čvorovima pazušne jame i histološkog gradusa I, 
- druge, sa najvećim rizikom, u kojoj su pacijenti sa tumorima većim od 5 cm, sa 
metastazama u četiri ili više limfnih čvorova i histološkog gradusa III. 
Ipak, najveći broj primarno operabilnih pacijenata sa karcinomom dojke, oko 66%, može se 
svrstati uintermedijarni stadijum bolesti, sa intermedijarnim histološkim gradusom tumora 
– gradus II [189].  
Rezultati studija su kontradiktorni kada je u pitanju prognoza bolesti za pacijente sa 
tumorima histološkog gradusa II. Sa obzirom na nedovoljnu pouzdanostprognostičkog 
značaja histološkog gradusa tumora, predložena je upotreba dodatnih biomarkera - 





1.2.1.2.5. Limfovaskularna invazija 
 
Pokazano je da je limfovaskularna invazija (LVI) jak prediktor za zahvaćenost limfnih 
čvorova pazušne jame. Prema podacima jedne studije [160], 10% pacijenata bez LVI ima 
metastaze u limfnim čvorovima pazušne jame, a od pacijenata sa potvrĎenomLVI njih 52%. 
Osim toga, LVI je i prognostički značajna za udaljenu progresiju bolesti kod pacijenata sa 
negativnim statusom limfnih čvorova pazušne jame, koji nisu imali adjuvantnu sistemsku 
terapiju. 10-godišnje preživljavanje bez udaljenih metastaza iznosi 89% za pacijente bez 
LVI, a 69% za pacijente sa LVI [160]. 
1.2.1.2.6. Indeks proliferativnosti ćelija Ki67 
Ki-67 je jedarni protein koji se dovodi u vezu sa ćelijskom proliferacijom. Otkriven je od 
strane Gerdes i sar. tokom ranih osamdesetih godina koristeći mišija monoklonska antitela 
usmerena ka jedarnim antigenima ćelijske linije Hodgkinovog limfoma. [190] 
Najzastupljeniji način analize Ki-67 je imunohistohemijski metod.  Poznato je da do 
ekspresije antigena na Ki-67 protein dolazi u svim fazama ćelijskog ciklusa dolazi u G0 
fazi. [191,192]. U uzorcima normalnog tkiva dojke Ki-67 se eksprimira u niskom procentu 
(<3 % ćelija) kod ER negativnih ćelija. [193] Imunohistohemijskim bojenjem sa 
monoklonskim antitelom Ki-67 moguće je proceniti stepen proliferativnosti populacije 
neoplastičnih ćelija.   
Meta analiza raĎena na 12,155 pokazala je da Ki-67 pozitivnost ukazuje na visok rizik od 
pojave relapsa bolesti i lošije preživljavanje pacijenata sa rakom dojke.  Na konferencijama 
u St.Gallenu 2011.i 2013.godine Ki-67 je preporučen za odreĎivanje stepena 
proliferativnosti i razlikovanje luminal A od luminal B karcinoma dojke [194–196], Većina 
panelista St.Gallen koncenzus konferencije održane 2013.godine su se složili da Ki-67 
treba uzeti u obzir pri donošenju odluke o primeni adjuvantne hemioterapije kod 






1.2.1.2. Parametri domaćina tumora – godine i status menopauze 
 
Analiza parametara domaćina tumora, kao faktora prognoze primarnog karcinoma dojke, 
pokazala je značajnu neusaglašenost rezultata [163,197-199]. To je dovelo do potrebe za 
napuštanjem pojednostavljenih analiza prognostičkog značaja godina i statusa menopauze 
domaćina tumora u sklopu podela na mlaĎe, odnosno pacijentkinje starije od 50 godina, 
kao i premenopauzne, odnosno postmenopauzne pacijentkinje, a definisanjem meĎusobnog 
odnosa godina i statusa menopauze [200]. Tako je starost pacijentkinja direktno povezana 
sa statusom menopauze. Naime, pacijentkinje mlaĎe od 45 godina su uglavnom 
premenopauzne, one starije od 59 godina postmenopauzne, a pacijentkinje starosne dobi 
izmeĎu 45 i 59 godina mogu bitii premenopauzne i postmenopauzne.  
 
Pretpostavlja se da su karcinomi dojke koji se javljaju u mlaĎoj, odnosno starijoj životnoj 
dobi, biološki zapravo različiti entiteti, te se, stoga, i „prirodan“ tok bolesti kod mlaĎih i 
starijih pacijentkinja značajno razlikuje [201]. Dva relativno velika trajala pokazala su da 
pacijentkinje mlaĎe od 35 godina, kao poseban entitet, imaju izrazito nepovoljniju 
prognozu bolesti, čak i posmatrano u kontekstu sa ostalim prognostičkim parametrima 
[202-204].  
1. 2. 2. Biohemijski faktori prognoze/predikcije toka bolesti  
1.2.2.1. Status receptora za estrogen i receptora za progesteron  
 
Receptor za estrogen (ER), tačnije receptor za estrogen alfa (obeležava se i kao ER-α) i 
receptorza progesteron (PR) su najviše izučavani biohemijski parametri 
prognoze/predikcije toka bolesti pacijenata obolelih od karcinoma dojke [205,206]. Poznato 
je da 50 - 80% pacijenata obolelih od karcinoma dojke sadrže merljive koncentracije ER. 
PR se, uglavnom, eksprimira zajedno sa i pri višim koncentracijama ER, a ustanovljeno je i 
da približno 5% pacijenata obolelih od karcinoma dojke ima tumore sa merljivim 





Značaj ekspresije ER i PR u prognozi i predikciji toka bolesti pacijenata obolelih 
odkarcinonma dojke ispitivan je poslednjih tridesetak godina, uglavnom, u okviru 
“pozitivnog” i “negativnog” statusa receptora [161,207,208]. Sa obzirom na to da je 
granična vrednost za definisanje pozitivnog/negativnog statusa steroidnih receptora 
arbitrarna i da obuhvata interval od 3 do 20 fmol/mg proteina malignog tumora dojke, kao i 
da su niske koncentracije steroidnih receptora (do 50 fmol/mg proteina) najzastupljenije u 
raspodeli koncentracija steroidnih receptora [161], razumljiva je i neusaglašenost rezultata 
u objavljenim radovima koja se tiče njihovog značaja. 
Status ER i PR u karcinomu dojke predstavlja i faktor prognoze i faktor predikcije 
tokabolesti pacijenta.  
Prognostički značaj ER i PR u karcinomu dojke se može ispitivati uslučajevima kada su 
pacijenti oboleli od karcinoma lečeni samo hirurškom terapijom [167]. U NSABP studiji, 
jednoj od najznačajnijih studija o prognostičkom značaju ER, u okviru koje pacijentkinje 
obolele od kancera dojke u ranoj fazi nisu primale adjuvantnu sistemsku terapiju [209], 
utvrĎeno je da su pacijentkinje sa pozitivnim statusom ER u tumorima imale verovatnoću 
od 0.74 za vreme do pojave relapsa bolesti i verovatnoću od 0.92 za ukupno preživljavanje, 
u toku prvih 5 godina praćenja toka bolesti, dok su one sa negativnim statusom ER u 
tumorima, u istom periodu, imale odgovarajuće verovatnoće od 0.66 i 0.82, respektivno. 
Studije sa dužim intervalom praćenja toka bolesti su ukazale da se povoljna prognoza toka 
bolesti, koja je povezana sa tumorima sa pozitivnim statusom ER, ne održava tokom 
vremena. Tako je Hilsenbeck ustanovio da je prognoza toka bolesti pacijenata sa 
pozitivnim statusom ER povoljnija tokom prve 3 godine praćenja toka bolesti, ali ne i posle 
toga [210]. Studije ukazuju da je status ER slab pokazatelj prognoze toka bolesti i da, kada 
se statusi ER i PR analiziraju zajedno, status PR ne doprinosi značajno povećanju 
prognostičke vrednosti statusa ER [205]. 
Status ER/PR u karcinomima dojke je, meĎutim, moćan faktor predikcije toka 
bolestipacijenata koji ukazuje na efikasnost adjuvantne hormonske terapije [167]. Klinički 
značaj ER se odnosi principijelno na činjenicu da njegovo prisustvo identifikuje tumore 
koji su osetljivi na delovanje estrogena. Ustanovljeno je da približno 55% pacijentkinja 





adjuvantnu hormonsku terapiju [211], u smislu da pacijentkinje sa pozitvnim statusom ER 
u tumorima imaju duži interval do pojave relapsa bolesti nakon primarne terapije, duže 
preživljavanje nakon pojave relapsa i značajno bolje ukupno preživljavanje, u poreĎenju sa 
pacijentkinjama koje imaju tumore sa negativnim statusom ER. Ukoliko tumori 
pacijentkinja, pored ER, sadrže i PR, odgovor na neku vrstu adjuvantne hormonske terapije 
je prisutan kod 75 - 80% pacijentkinja [161,212].  
Iz ovoga se može zaključiti da se status steroidnih receptora optimalno može koristiti kao 
faktor predikcije zaefikasnost adjuvantne hormonske terapije (tamoksifen) [213]. Sve 
pacijentkinje sa pozitivnim statusom steroidnih receptora, koje je opravdano lečiti 
adjuvantnom sistemskom terapijom, trebalo bi da budu lečene hormonskom terapijom, 
osim ako postoje kontraindikacije. 
Kao potencijalni faktori prognoze/predikcije toka bolesti, predloženi su brojni 
molekularnibiomarkeri ili zato što su oni direktna meta terapije ili zato što njihova 
ekspresija predstavlja sekundarni fenomen u mehanizmu delovanja terapije [155]. 
1.2.2.2. HER-2 status 
 
HER2 ili HER2/neu (engl. human epidermal growth factor receptor 2) je protein koji se 
postoji na površini pojedinih ćelija raka dojke. Kodira ga protoonkogen ERBB2, lociran na 
dugom kraku hromozoma 17 (17q12). HER2/neu onkogen je amplifikovan i/ili prekomerno 
eksprimiran kod približno 20% karcinoma dojke [214] i snažan je prognostički faktor za 
recidiv i loše opšte preživljavanje, naročito kod pacijenata sa pozitivnim aksilarnim 
statusom [215,216]. 
HER2 protein ima važnu ulogu u rastu i preživljavanju ćelija. Obzirom da je jedan od 
faktora koji odreĎuju terapijski pristup u lečenju raka dojke, HER2 status se rutinski 
odreĎuje kod svakog invazivnog karcinoma dojke [217]. Za odreĎivanje HER2 statusa 
koriste se [218]: 
1. Imunohistohemija (IHH): dodavanje antitela na HER2 protein dovodi do promene u 
boji uzorka, što se posmatra mikroskopom i označava kao 0, 1+, 2+, ili 3+. Ovom 





2. Metode hibridizacije: odreĎuje se broj HER2 gena u ćelijama raka 
 Fluorescentna in situ hibridizacija (engl. fluorescent in situ hybridization, FISH): 
dodavanje fluorescentnih delića DNK koji se specifično vežu za kopije HER2/neu 
gena u ćelijama, a potom se kopije gena prebrojavaju pod specijalnim 
mikroskopom. 
 Hromogenska in situ hibridizacija (engl. chromogenic in situ hybridization, CISH): 
slično kao kod FISH metode, dodaju se delići DNK, ali se posmatra promena u boji, 
što ne zahteva specijalni mikroskop i redukuje troškove analize. 
 Dvostruka in situ hibridizacija (engl. dual ISH). Test je odobren od strane 
Američkog FDA u junu 2011. godine  
FISH test je precizniji od IHH, ali je skuplji i duže traje obrada, tako da se rezultati više 
čekaju [218]. U praksi se najčešće koristi IHH za odreĎivanje HER2 statusa, a ukoliko su 
rezultati nekonkluzivni (HER2 2+), primenjuje se FISH metoda. U nekim ustanovama se i 
rezultat HER2 3+ testira dodatno FISH metodom.   
Karcinomi dojke kod kojih je pojačano eksprimiran HER2 (HER2 3+) nazivaju se HER2 
pozitivni, a ostali (HER2 0 ili 1+) HER2 negativni. HER2 negativni karcinomi nemaju 
ciljanu terapiju. Sa druge strane, HER2 pozitivni karcinomi mogu biti lečeni ciljanim 
molekulskim agensima kao što su trastuzumab (Herceptin
®
) i lapatinib (Tykerb
®
) [218, 
219].   
Pozitivan HER2 status snažan je prediktor: dobrog odgovora na lečenje anti-HER2 
monoklonalnim antitelom trastuzumabom, rezistencije na alkilizirajuće hemioterapeutike, 
potrebe za višim dozama hemioterapije, benefita od adjuvantne terapije antraciklinima i 






1. 3. Katepsin D  
1.3.1. Osnovne informacije o katepsinu D  
 
Katepsini se u zavisnosti od pozicije amino kiseline dele u tri velike grupe: serinske 
proteaze (A,G), cisteinske protease (B, C, H, F, K, L, O, S, V, i W) i aspratanske proteaze 
(D, E) [221].  
Njihova glavna uloga je razgradnja proteina i peptida u lizozomima u kiseloj sredini (nizak 
pH). Prvi put termin katepsin korišćen je od strane Wilstattera i Bammana [222] još 1928. 
godine a njegovu ulogu u karcinomu dojke prvi put su opisali Westly i Rochefort [223] 
1980.godine. Katepsin D se može javiti u vidu tri izoforme :1) neaktivna, pro-katepsin D 
(52 kDa),2) intermedijarna, aktivna izoforma (48 kDa) i 3) stabilna, aktivna izoforma koja 
se sastoji od teškog (34 kDa) i lakog lanca (14 kDa). 
Katepsin D pripada A1 familiji aspratanskih proteaza, tj.familiji kojoj pripada većina 
endoproteza u ljudskom organizmu [224].  Nalaze su u skoro svim ćelijama u okviru 
lizozoma osim u eritrocitima [224,225]. Do sada nije izolovan njegov inhibitor [226]. Na 
kratkom kraku hromozoma 11 se nalazi gen koji kodira ovaj protein [227]. Najpre se 
sintetiše u obliku pre-pro-katepsina D koji se sastoji od 412 amino-kiselinskih ostataka. 
Nakon prvog proteolitičkog cepanja nastaje pro-katepsin D, molekul sa 392 amino-kiseline 
i molekulskom masom od 52 kDa [228]. Nakon glikolizovanja u endoplazmatskom 
retikulumu on se transportuje do Goldžijevog kompleksa [229]. Aktivacija pro katepsina D 
se dogadja u lizozomima pri kiselom pH nakon uklanjanja pro-peptida stvarajući na taj 
način pseudo-katepsin D čiji je C-terminalni deo povezan za zrelim enzimom. [224, 230]. 
Daljim proteolitičkim delovanjem drugih lizozomskih peptidaza nastaje funkcionalni 
katepsin D koji predstavlja jednolančanu, intermedijarnu izoformu [231] koja se sastoji od 
348 aminokiselinskih ostataka, molekulske mase 48 kDa [224]. Intermedijarna forma se 
potom transformiše u zrelu formu koga čine laki i teški lanac koji su povezani hidrofobnom 
vezom a potom daljom transformacijom nastaje zrela izoforma dvolančanog katepsina D, 





tkivima se pro-katepsin D nalazi u tragovima a preko 90% katepsina D se nalazi u 
intermedijarnoj izoformi u zrelom, dvolančanom obliku [233]. Brojne studije su pokazale 
da se u ćelijama karcinoma dojke katepsin D nalazi u koncentraciji čak i do 50 puta većoj u 
odnosu na normalno tkivo dojke [234-237].  
1.3.2. Funkcija katepsina D 
 
Katepsin D pripada proteazama i ima svoju ulogu u normalnim ali i patološkim ćelijskim 
procesima. Proteolitičkim delovanjem on je sposoban da aktivira prekursore enzima, 
faktore rasta ali i da učestvuje u regulaciji programirane ćelijske smrti [230,238-240]. 
Dobro je poznata činjenica da katepsin D ispoljava proteolitičku aktivnost u kiseloj sredini 
ali brojne novije studije su potvrdile njegovu aktivnost i u baznim sredinama, što govori u 
prilog njegove aktivnosti i izvan lizozomskog kompleksa [241]. Uloga katepsina D 
ispitivana je u Alchajmerovoj bolesti i aterosklerozi ali najviše u karcinomu dojke obzirom 
da je pro-katepsin D, prekomerno eksprimiran u karcinomu dojke. Nekoliko studija je 
ukazalo da katepsin D utiče na proliferaciju ćelija karcinoma dojke i postavljene su brojne 
hipoteze koje objašnjavaju njegovu ulogu u kancerogenezi [168]. Pokazano je da je 
mitogena aktivnost rezultat vezivanja aktivacionog peptida prokatepsina D za površnu 
ćelija kancera, tj domena izmeĎu aminokiselina na pozicijama 27 i 44 [242,243]. Uprkos 
brojnim istraživanjima koja su ukazivala na važnost receptorskog kompleksa pro-katepsina 
D M6P/M6P-R još uvek nije izolovan receptor koji učestvuje u aktivaciji proliferacije 
kancerskih ćelija [244,245]. Mnoge studije su ukazale da pro-katepsin D pored 
proliferativne uloge ima uticaja i na procese kancerske invazije, stimulacije angiogeneze, 
regulaciji apoptoze i metastaziranja [246-250]. 
1.3.3. Katepsin D kao faktor prognoze/predikcije toka bolesti 
 
Brojne kliničke studije su pokazale da je koncentracija katepsina D u citosolu karcinoma 
dojke nezavisan prognostički/prediktivni parametar [251-259] i da je pokazatelj loše 
prognoze za pacijentkinje obolele od raka dojke [253,258-263]. Visoka koncentracija 
katepsina D u tkivu tumora dojke povezana sa povećanom verovatnoćom za invazivni rast 





udaljenim mestima i da ne vrši lokalnu invaziju razaranjem bazalne membrane 
[247,251,255,264-267]. U većini studija je prekomerna ekspresija katepsina D bila 
povezana sa kraćim DFI i sa kraćim OS [251,255, 257-260, 267-270].  
Bevilacqua i sar. [271] su ukazali da je katepsin D koristan prognostički pokazatelj u ranom 
stadijumu karcinoma dojke a Aaltonen i sar. [272] da je prekomerna ekspresija katepsina D 
povezana sa kraćim OS i kraćim DFI. Studija Foekens-a i sar. [259], bila je naročito 
značajna obzirom da je obuhvatila veliki broj (2810) pacijentkinja tokom perioda praćenja 
od 88 meseci, koji je odreĎivan pomoću IRMA eseja. Rezultati ove studije su pokazali das 
u visoke ili srednje koncentracije katepsina D odreĎivane iz citosola karcinoma dojke 
povezane sa lošim ishodom bolesti u pN0 i pN1 grupama pacijentkinja. Billgren-a [270] je 
u studiji na 1851 pacijentkinje potvrdio rezultate Foekensa.  Katepsin D se pokazao kao 
nezavistan prognostički faktor kod pacijentkinja sa rakom dojke bez zahvaćenih limfnih 
nodusa u smislu kraćeg ukupnog preživljavanja i DFI. [267, 273].  Sa obzirom na 
promenljiv značaj biomarkera tokom vremena, treba naglasiti da dosadašnje studije o 
prognostičkoj/prediktivnoj vrednosti katepsina D nisu ispitivale relevantnost biomarkera u 
zavisnosti od perioda praćenja toka bolesti. 
1.4. Urokinazni plazminog aktivator (uPA) i plazminogen aktivator inhibitor (PAI) 
 
Prognoza raka prevenstveno zavisi od njegove sposobnosti lokalne invazije i formiranja 
udaljenih metastaza. Nastanak udaljenih metastaza čini serija uzastopnih koraka koji 
uključuju remodelovanje ekstraćelijskog mastriksa (ECM), lokalnu invaziju, angiogenezu, 
intravazaciju, preživaljavanje maligne ćelije u cirkulaciji, ekstravazaciju i konačno rast na 
udaljenoj (sekundarnoj) lokalizaciji [274]. Maligna ćelija mora da ima sposobnost 
izbegavanja apoptoze i ulaska u stanje ćelijske uspavanosti, kako bi se zaokružila ova 
metastatska kaskada. Ključni molekul koji je uključen u znatan broj ovih koraka je trypsin-






1.4.1. uPA: Struktura, uloga i mehanizam dejstva 
Gen za uPA se kod ljudi nalazi na hromozomu 10q (10q22) i on kodira protein molekulske 
težine 53kDa [275] Ovaj protein se sintetiše kao katalitički neaktivna forma jedno-lančani 
peptid  Konverzija u aktivnu formu se dogaĎa, barem in vitro, nakon aktivacije plazminom, 
katepsinom B i katepsinom L [276]. Aktivna forma uPA se sastoji od dvolančanog 
molekula kod koga je amino terminalni A-lanac povezan sa B-lancem pomoću jedne 
disulfidne veze. A- lanac (amino kiseline 1–158) sadrži epidermalnom faktoru rasta (EGF 
like ) sličan domen (amino kiseline 1–49) dok se u sklopu B- lanca nalazi katalitičko mesto. 
Proteaza, uPA katalizuje pretvaranje zimogena plazminogena u aktivni plazmin.  
Za razliku od uPA, plazmin je proteaza sa širokim dejstvom koja je sposobna da hidrolizuje 
različite substrate. Najpre, ona započinje obradjivanje raznolikih substrata ekstraćelijskog 
matriksa kao što su fibrin, fibronektin i laminin [277] Dalje, ona može da aktivira 
prekursorske forme specifičnih matriks metaloproteinaza (MMP) kao što su MMP-3, 
MMP-9, MMP-12 i MMM-13 [277].  Formiranjem aktivnih MMP omogućava dalje 
procesuiranje ekstraćelijskog matriksa (ECM), pogotovu intersticijalnog i tip IV kolagena. 
Konačno, plazmin može da aktivira ili oslobodi odreĎen broj faktora rasta kao što su 
fibroblastni faktor rasta-2 (FGF-2), vaskularni endotelni faktor rasta(VEGF), i 
transformišući faktor rasta β (TGF- β) [278]. Ovi raznoliki peptidi imaju potencijal da 
pospeše progresiju tumora stimulišući angiogenezu, ćelijsku proliferaciju i migraciju.  
In vivo, uPA katalizovana proteoliza se dešava dok je proteaza vezana za receptor koji se 
zove uPA receptor (uPAR). uPAR je glikoprotein težine 55–60-kDa, član Ly-6 familije 
molekula. Sastaoji se od tri homologna domena D1, D2 i D3, i vezan je za ćelijsku 
membranu putem glikozil-fofatidilinozitola [276].  
Primarno mesto vezivanja uPa za uPAR se nalazi u domenu koje pripada faktoru rasta, 
tačnije u predelu sekvenci koje sadrže amino kiseline od 19 do 32 [279]. Najmanje četiri 
jasno definisane regije na uPAR se direktno vezuju za uPA. Ove sekvence uključuju amino 
kiseline 13–20 i 74–84 koje pripadaju domenu 1 kao i regijama koje se nalaze na petljama 





Vezivanje uPA za njegov receptor dovodi do ubrzane proteolize a interakcija ligand-
receptor omogučava prenos signala koji će aktivirati mitogen aktiviranu protein kinazu 
(MAPK), ekstracelijski regulisanu kinazu (ERK) 1 i 2, i ostale signalne puteve. Ovi 
signalni putevi omogućavaju da uPA stimuliše ćelijsku migraciju i mitogenezu, moduliše 
ćelijsku adheziju i sprečava uspavanost ćelija [281]. 
1.4.2. Unutrašnji inhibitori uPA  
Aktivnost uPA može biti blokirana sa najmanje tri inhibitora koje normalno srećemo u 
biološkim uslovima; plasminogen activator inhibitor-1 i 2 (PAI-1, PAI-2) i maspin. 
Ovo su relativno nehomologni proteini koji pripaduju Serpin porodici inhibitora proteaza 
[282,283]. MeĎu njima PAI-1 se smatra primarnim unutrašnjim inhibitorom uPA. Zrela 
forma PAI-1 se sastoji od 381 amino kiseline i ima molekulsku težini od 50 kDa. PAI-1 
može da postoji u različiti konformacijama [282]. Aktivna konformacija se spontano 
konvertuje u latentni, neaktivni oblik, koji se može u in vitro uslovima reaktivirati od strane 
agenasa koji denaturišu proteine kao sto su urea i natrijum dodecil sulfat. Osim vezivanja 
za uPA, PAI-1 se dovodi u vezu sa različitim brojem proteina kao što su fibrin, heparin, α 1 
glikoproteinske kiseline i proteina ekstraćelijskog matriksa vitronektina. Istovremeno 
vezivanje za α-1 glikooproteinsku kiselinu i vitronektin stabilizuje PAI-1 [283]. Interakcija 
sa vitronektinom omogućava da PAI+1 modulira ćelijsku adheziju zbog kompeticije sa 
uPAR i integrinina za vezivanje za vitronektin [284]. Vezujući se za fibrin, PAI-1 
kontroliše razgradnju krvih ugrušaka [285] a vezivanje za heparin pojačava inhibitorni 
kapacitet PAI-1 protiv trombina [286]. 
Nedavno je pokazano da PAI-1 sprečava spontanu i lekovima izazvanu apoptozu kod 
odreĎenog broja ćelijskih linija. Apoptoza može biti blokirana samo stabilnom varijantom 
PAI-1, koja nije inaktivisana specifičnim neutrališućim antitelima i ne čini kompleks sa 
uPAR. Ovo govori u prilog da anti-apoptotski efekat zavisi samo od PAI 1 i da uPAR nije 





Jasno je da PAI-1 ima nekoliko funkcija, osim one dobro poznate uloge kao inhibitora uPA 
katalitičke aktivnosti. Specifična aktivnost može biti uslovljena njegovom koncentracijom, 
ćelijskom ili vanćelijskom lokalizacijom i konformalnim stanjem.  
1.4.3. uPA i PAI-1 kod raka dojke  
Mnoge studije su pokazale da postoji pojačana ekspresija uPA i PAI-1 u karcinomu dojku u 
odnosu na normalno tkivo dojke [288-280]. Mehanizam (i) koji je odgovaran za ovu 
pojačanu ekspresiju kod raka dojke nije poznat. U kulturama ćelija raka dojke, mnogi 
hormoni i faktori rasta moduliraju ekspresiji uPA [291-300]. Ostali faktori koji mogu da 
utiču na uPA ekspresiju in vitro uključuju metilaciju gena u promoter regijama [301], 
odreĎeni faktori transkripcije, pogotovo članovi ets familije [302]. 
Mnoge studije su proučavale odnos nivoa uPA i PAI-1 kod pacijenata sa rakom dojke, sa 
karakteristikama tumora i pacijenata. U Look-ovoj studiji na 8175 pacijenata sa primarnim 
rakom dojke, nivo uPA nije značajno bio povezan sa godinama pacijenata, menopauzalnim 
i limfonodalnim statusom. Nivoi uPA su bili u pozitivnoj korelaciji sa gradusom tumora, a 
u negativnoj korelaciji sa hormonskim receptorskim statusom. Veći stepen korelacije je 
primećen izmedju nivoa uPA i pT2 i pT4 tumora nego kod pT1 i pT3 uzoraka [303]. 
Za razliku od uPA, nivoi PAI-1 su značajno korelisani sa uzrastom pacijenata, i veći su kod 
postmenopauznih u odnosu na premenopauzne žene, veći su kod pacijenata za pozitivnim 
limfnim nodusima u odnosu na one kod kojih limfni nodusi nisu zahvaćeni.  
Kao i kod uPA, nivoi PAI-1 su u pozitivnoj korelaciji sa gradusom tumora, a u negativnoj 
korelaciji sa hormonskim receptorskim statusom. Nivoi PAI-1 su veći kod pT2 i pT4 
tumora u odnosu na pT1 i pT3 uzorke [303]. 
Različite studije su publikovane sa kontraverznim rezultatima o tome koji tipovi ćelija 
eksprimiraju uPA i PAI-1 kod raka dojke Najranije studije bazirane na imunihistohemiji su 
sugerisale da se protein uPA uglavnom nalazi u malignim ćelijama [288,304,305]. 
Christensen i sar. [306], su pokazali na osnovu imuno-bojenja da je uPA takoĎe prisutan i u 





epitelnim i endotelnim čelijama i fibroblastima (umeren intenzitet bojenja). Kennedy i sar. 
[307] su takoĎe našli da je uPA prisutan i u stromalnim i u epitelnim ćelijama, ali je 
predominantna lokalizacija uPA u stromalnim ćelijama. Konačno su Nielsen i sar. [308] 
identifikovali uPA u miofibroblastima i makrofagima. Ova istraživanja Nielsen i sar. su u 
skladu sa ranijim in situ hibridizacionim studijama i pokazuju da se mRNK za uPA nalazi 
gotovo uvek u fibroblastima. Pronalazak uPA u ćelijama strome govori u prilog da ćelije 
strome i ćelije raka deluju udruženo, sinergistički, u podsticanju i širenju metastaza [309]. 
Neslaganje takoĎe postoji u vezi lokalizacije PAI-1 u raku dojke. Reilly i sar. [289] su 
detektovali PAI-1 protein u endotelinim ćelijama i u ćelijama raka. Christensen i sar. [306] 
su pored toga izolovali PAI-1 i iz ćelija strome. Nasuprot tome, Jankum i sar. [305] su 
zaključili da je PAI-1 prisutan uglavnom u malignim ćelijama. Mogući razlozi za ovako 
različite rezultate lokalizacije uPA i PAI-1 kod raka dojke uključuju korišćenje različitih 
metoda obrade preparata (sveže tkivo vs. formalinom fiksiran preparat u parafinskom 
kalupu), različite metode tretiranja preparata, korišćenje antitela različitih specifičnosti i 
neisključivanje iz studije preparata koji nisu dobro bojeni.  
1.4.4. uPA kao prognostiĉki marker kod raka dojke  
Brojne studije, različito modelirane, su pokazale da je uPA uključenm u proces 
metastaziranja [310,311]. U početku se mislilo da uPA ima jednostavnu ulogu u ovom 
procesu, koja se odnosi na razaranje ekstraćelijskog matriksa (ECM), i tako doprinosi 
lokalnoj invaziji sa formiranjem udaljenih metastaza. Degradacija ekstraćelijskom matriksa 
(ECM) je visoko specifičan process a uPA pored toga pojačava procese angiogeneze, 
stimuliše proliferaciju i migraciju ćelija i sprečava uspavanost ćelija [276,281]. Poznajući 
ulogu uPA kao medijatora u procesu metastaziranja, a znajući da su udaljene metastaze 
vodeći uzrok smri kod pacijenata obolelih od raka dojke, dovodi nas do činjenice da uPA 
može bit dobar prognostički marker [312].   
Duffy i sar. [313,314] su daleke 1988.g. bili prvi koji su ukazali da pacijenti oboleli od raka 
dojke koji imaju visoke vrednosti uPA u primarnom karcinomu imaju kraći DFI (disease-





preživljavanje) u odnosu na pacijente sa niskim vrednostima. Ovi rezultati su kasnije 
potvrĎeni od strane najmanje 20 različitih istraživačkih timova širom sveta [315-334]. 
Ove unicentrične studije su pokazale da je prognostička vrednost uPA: 
 nezavisna u odnosu na klasične prognostičke faktore raka dojke kao što su veličina 
tumora, gradus tumora, status aksilarnih limfnih nodusa. 
 jača od bioloških prognostičkih faktora kao što su estrogen i progesteron receptorski 
status, HER2, EGFR, p53, i Nottingham Index [333,335,336]. 
 uPA ima i prediktivnu vrednost kada se koristi kao kontinuirana variabla [337]. 
 značajna kod pacijenata za nezazvaćenim aksilarnim limfnim nodusima (pN0), 
uključujući i pacijente koji nisu imali adjuvantnu terapiju [338]. 
1.4.5. PAI-1 kao prognostiĉki marker kod raka dojke  
Na osnovu svih iznesenih podataka o inhibitoru uPA možemo pretpostaviti da visoki nivoi 
inhibitora uPA u tumorskom tkivu korelišu sa niskom šansom za razvoj metastaza i dobrim 
ishodom bolesti. Paradoksalno, visoki nivoi PAI-1 u raku dojke se povezuje sa lošim 
ishodom bolesti. Zajedničko merenje oba ova proteina pruža nam bolje prognostičke 
informacije nego kada posmatrano nivoe ovih proteina posebno [328-344]. 
Razlozi zašto visoki niovi PAI-1 koreliraju sa lošom prognozom nisu jasni. Moguća 
objašnjenja su:  
 PAI-1 je neophodan za angiogenezu [345,346], koja je neophodna za obezbeĎivanje 
adekvatne cirkulacije radi za tumorski rast na primarnom mestu i udaljenoj lokalizaciji.  
 PAI-1 može da modulira procesre ćelijske adhezije i migracije što može dovesti do 
ubrzanja procesa metastaziranja.  
 PAI-1 može da spreči apoptozu [287]. Maligna ćelija mora da ima sposobnost 
izbegavanja apoptoze u cilju zaokruživanja metastatskog procesa. Rezistencija na 
apoptozu povećava šansu za formiranje udaljenih metastaza. Izbegavanje apoptoze 





1.4.6. Prediktivna vrednost UPA i PAI-1 
Prognostički faktori su prema Clarku [348] važni ne samo za predviĎanje ishoda bolesti, 
već i ukazuju koji pacijenti će imati korist od primena specifičnih terapija. Foekens i 
saradnici sa u pilot studiji na 235 pacijenata pokazali da žene sa uPA negativnim tumorima 
imaju bolji odgovor na tamoxifen od bolesnica sa uPA pozitivnim tumorima [349]. Ovaj 
prediktivni uticaj uPA je nezavistan u odnosu na receptorski status. Kada su pacijenti bili 
stratifikovani prema koncentraciji receptora, odnos izmeĎu visokog nivoa uPA i 
rezistencije na tamoxifen je primećena samo u podgrupi koja ima umerene vrednosti nivoa 
estrogen i progesteronskih receptora (i.e. >10 fmol/mg proteina za oba receptora pri čemu 
barem jedan mora imati vrednosti ispod 75 fmol/mg). Visoki nivoi PAI-1 su takoĎe 
povezani sa smanjenom korisnošću primene tamoxifena ali je prediktivni značaj inhibitora 
manje značajan i izražen od efekta proteaza [349]. 
U Nemačkoj randomizovanoj prospektivnoj studiji [350], primena hemioterapije kod 
pacijenata sa visokim nivoima uPA i ili PAI-1 je smanjila rizik od pojave recidiva za 
prosečno 44% (relative risk=0.56, p, NS) Ova studija je ukazala da pacijenti sa 
nezavaćenim limfnim nodusima a sa visokim nivoima uPA/PAI-1 imaju korist od 
adjuvantne hemioterapije po CMF protokolu. U skladu sa prethodnom studijom, Nadia 
Harbeck i sar. [338] su u jedno-institucionalnoj (single-institution) prospektivnoj studiji 
(n=761) pokazali da je nivo uPA/PAI-1 predviĎao ishod bolesti kod pacijenata koji nisu 
primali adjuvantnu sistemsku terapiju a prognostička vrednost ovih biomarkera se gubila u 
koliko su pacijenti primali ili ajduvantu hemioterapiju ili hormonsku terapiju. I ova studija 
je pokazala korisnost adjuvantnog lečenja kod pacijenata sa visokim nivoom uPA/PAI-1. 
Harbeck i sar. su 2002.godine (two center study) (n = 3424), još bolje pokazali korisnost 
adjuvante hemioterapije kod pacijentkinja sa rakom dojke i visokim nivoima uPA/PAI-1 u 
odnosu na bolesnice sa niskim nivoima ovih biomarkera [351]. 
Ovi rezultati pokazuju da pacijentkinje sa odmaklim rakom dojke i visokim nivoima uPA i 
PAI-1 ispoljavaju rezistenciju na tamoxifen a one sa ranim rakom dojke imaju veću korist 





2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 
U okviru rаnog, kаsnog i dugotrаjnog prаćenjа tokа bolesti postаvljeni su sledeći konkretni 
ciljevi ovog istrаživаnjа: 
1. dа se ispitа rаspodelа vrednosti molekulаrnih biomаrkerа invаzivnosti mаlignih 
ćelijа u podgrupаmа bolesnicа definisаnih nа osnovu klаsičnih i biomаrkerа 
estrogene zаvisnosti tumorа; 
2. dа se ispitа korelаcijа vrednosti molekulаrnih biomаrkerа invаzivnosti mаlignih 
ćelijа sа vrednostimа kontinuаlnih klаsičnih i biomаrkerа estrogene zаvisnosti 
tumorа; 
3. dа se korišćenjem tzv. „pristupа minimаlne p vrednosti“ (eng. „minimum p value 
approach“) odrede grаnične vrednosti zа kontinuаlne biomаrkere, nа osnovu kojih 
bi se definisаo stаtus tih biomаrkerа; 
4. dа se ispitа prognostički znаčаj fenotipovа kаrcinomа dojke definisаnih nа osnovu 
stаtusа dva ili više ispitivаnih biomаrkerа, sа ciljem identifikovаnjа podgrupа 
bolesnicа sа niskim/viskoim rizikom zа ponovnu pojаvu bolesti, definisаnu 
pojаvom udаljenih metаstаzа. 
5. dа se ukаže nа znаčаj odreĎivanja: klаsičnih biomаrkerа domаćinа tumorа (godine 
bolesnicа), klаsičnih biomаrkerа tumorа (veličinа tumorа, histološki grаdus i tip 
tumorа), molekulаrnih biomаrkerа estrogene zаvisnosti tumorа (stаtus receptorа zа 
estrogen i receptorа zа progesteron) i molekulаrnih biomаrkerа invаzivnosti 
mаlignih ćelijа (uPA, PAI-1 i kаtepsin D) , u rаnom i/ili kаsnom periodu biološkog 
tokа kаrcinomа dojke u grupi postmenopаuznih bolesnicа. 
 
Nа posredаn nаčin, ovim istrаživаnjem bi bilo omogućeno rаzmаtrаnje izborа ciljаnih 
terаpijа: u rаnom periodu prаćenjа tokа bolesti, sа ciljem dа se spreči nаstаnаk udаljenih 
metаstаzа, kаo nаjznаčаjnijeg pаrаmetrа zа fаtаlni ishod bolesti, kao i u kаsnom periodu 
prаćenjа tokа bolesti, kаko bi se produžio tok bolesti bez pojаve udаljenih metаstаzа. 
U odnosu nа biologiju kаrcinomа dojke, rezultаti ove disretаcije bi mogli dа ukаžu nа 
znаčаj odreĎenih signаlnih putevа u rаnom, odnosno kаsnom periodu prаćenjа tokа bolesti. 




3. PACIJENTI I METODE 
Studijom su obuhvaćeni pacijenti operisani u Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije 
zbog invazivnog karcinoma dojke tokom 1993.godine, koji nisu imali metastaza u limfnim 
čvorovima a koji nisu, prema tadašnjim protokolima, primili adjuvantu terapiju.    
Od ukupno 102 postmenopauzne pacijentkinje sa primarnim operabilnim karcinomom 
dojke, 10 % pacijentkinja je imalo tumore histološkog gradusa I ili III. Zbog malog broja 
ovih pacijentkinja,u svrhu statističke analize je uzeto u obzir 89 pacijentkinje sa tumorima 
histološkog gradusa II, za koje su postojali podaci o praćenju toka bolesti. 
3.1. OdreĊivanje koncentracije ER i PR u citosolu ćelija malignog tkiva dojke – DCC 
metoda 
 
Koncentracija receptora za estrogen i progesteron je odreĎena klasičnom biohemijskom 
metodom (DCC metod, engl. dextran coated charcoal – ugalj obložen dekstranom) 
preporučenom od strane EORTC-a (skr. od eng. European Organization for Research and 
Treatment of Cancer) [352]. Metoda se zasniva na vezivanju odgovarajućeg radioaktivno 
obeleženog steroidnog hormona tricijumom (3H) za receptore prisutne u citosolu malignih 
ćelija tumora. Ovom metodom mogu se detektovati receptori sa očuvanom vezivnom 
aktivnošću.  
Klasična biohemijska metoda obuhvata sledeće korake: 
a) reakcija vezivanja hormona za receptore prisutne u citosolu; 
b) odvajanje viška nevezanog (slobodnog) hormona aktivnim ugljem; 
c) odreĎivanje radioaktivnosti citosola u beta scintilacionom brojaču; 
d) izračunavanje koncentracije steroidnih hormona (fmol po mg ukupnih proteina). 
 
Ova metoda zahteva najpre pravilno uzimanje uzorka tumorska tkiva mase od 200 mg do 1 
g koje se potom čuva u tečnom azotu (-196 oC) do trenutka odreĎivanja koncentracije 
steroidnih hormona [353]. Na taj način se kvantitativni sadržaj receptora za estrogen ne 
menja tokom vremena [354]. 




Za odreĎivanje koncentracija receptora za estrogen korišćen je tricijumom obeleženi 17β–
estradiol (Amersham, England), specifične aktivnosti 90 Ci/mmol (3,5 TBq/mmol) u 
koncentraciji 32 x 10
-10
M. Kao kompetitivni neobeleženi hormon za ER korišćen je 
dietilstilbestrol u 100x većoj koncentraciji (32 x 10
-8
M) [339]. Za odreĎivanje koncentracije 
receptora za progesteron, korišćen je tricijumom obeleženi sintetski progesteron ORG 2058 
(Amersham, England), specifične aktivnosti 40 Ci/mmol (1,5 TBq/mmol)., u koncentraciji 
32 x 10
-10
M. Kao kompetitivni hormon za PR korišćen je neobeleženi ORG 2058 u 200x 
većoj koncentraciji (64 x 10
-8
M). Citosol dobijen iz ćelija tumora, sadrži proteine sa 
visokim afinitetom (Kd<1nM) i proteine sa niskim afinitetom (Kd>30nM) vezivanja za 
steroidne hormone, odnosno sadrži receptore i ne-receptore [355]. OdreĎivanje ukupno 
vezanog hormona podrazumeva da se deo hormona vezuje za proteine sa niskim afinitetom 
(nespecifično vezivanje), a deo za proteine sa visokim afinitetom (specifično vezivanje). 
Razlika izmeĎu ukupnog i nespecifičnog vezivanja govori o specifičnom vezivanju 
hormona za receptore. OdreĎivanje ukupnog i nespecifičnog vezivanja hormona, zasniva se 
na kompetetivnoj inhibiciji tj. meĎusobno isključivom vezivanju obeleženog ili 
neobeleženog hormona za molekule receptora. 
Ukupno vezivanje hormona odreĎuje se u 200 μl citosola, poznate koncentracije proteina (0.2–
3.3 mg/ml) u prisustvu 25μl saturacione koncentracije obeleženog hormona i 25μl fosfatnog 
pufera. Nespecifično vezivanje hormona odreĎuje se u identičnim uslovima u pogledu 
obeleženog hormona, ali umesto pufera, dodaje se po 25μl neobeleženog hormona. Reakcija 
izmeĎu vezivanja hormona za receptore odigrava se na 4
o
C tokom 18 sati.  
Za odvajanje frakcije nevezanog hormona koristi se aktivni ugalj norit A (Sigma, Germany) koji 
je obložen dekstranom T-70 (Pharmacia, Sweden) [356]. Oblaganje uglja dekstranom je 
potrebno da bi se sprečio pristup velikih molekula površini aktivnog uglja i njihova adsorpcija. 
Postupak oblaganja uglja dekstranom izvodi se na temperaturi od 4
o
C uz mešanje oko 12 sati. 
Dodavanjem 500μl ovako pripremljenog reagensa (0.25 % norit A, 0.025% dekstran u 0.01 M 
tris puferu, pH 8) u 250μl uzorka (kako pri analizi ukupnog, tako i nespecifičnog vezivanja) 
omogućava se adsorpcija nevezanog hormona. Ova reakcija se izvodi 30 min na 4
o
C, uz 
povremeno mešanje. Centrifugiranjem na 2000-3000 g, 30 minuta na 4
o
C, dobija se talog u kome 




je aktivni ugalj sa adsorbovanim nevezanim hormonom i supernatant koji sadrži kompleks 
hormon – receptor, koji se koristi za merenje radioaktivnosti. 
Koncentracija ukupnih proteina u citosolnom ekstraktu je odreĎivana metodom po Lowryu 
[357]. OdreĎivanje radioaktivnosti odnosi se na odreĎivanje broja dezintegracija u minuti 
(dpm) obeleženog hormona, vezanog bilo u frakciji u kojoj se odreĎuje ukupno ili u frakciji 
u kojoj se odreĎuje nespecifično vezivanje. Radioaktivnost se odreĎuje u scintilacionoj 
tečnosti (0.4 % PPO i 0.005% POPOP u toluolu) u količini od 6ml po uzorku, u beta 
scintilacionom brojaču (Beckman LS 700). Dobijene vrednosti izražene su u cpm (broj 
detektovanih otkucaja u minuti) a prevode se u dpm (broj dezintegracija u minuti), 
deljenjem vrednosti sa efikasnošću brojača.  
Sadržaj ER i PR se nakon računskih analiza izražava kao broj fmol po mg proteina citosola ćelija 
malignog tkiva. 
3.2. OdreĊivanje koncentracije HER-2 
 
Imunohistohemijski je odreĎivan HER 2 receptorski status korišćenjem anti HER 2 anti-
tela na osnovu rezultata testiranja dodeljivan je sledeći skor: 0, 1+, 2+, 3+. Rezultat testa je 
negativan pri skoru 0 i 1, a pozitivan pri skoru 3. Pacijentkinje sa HER 2 skorom 2+ 
retestiraće se CISH (chromogenic in situ hybridization) metodom prema revidiranim 
ASCO/CAP (American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists) 
preporukama iz 2013.godine [358].  
3.3. OdreĊivanje koncentracije uPA i PAI-1: ELISA test  
 
Za kvantitatvno odreĎivanje humanog urokinaznog plazminogen aktivatora i njegovog 
inhibitora u ekstraktima tkiva, plazme i ćelijskih kultura koristi se IMUBIND® uPA-PAI-1 
ELISA (American Diagnostica, USA) . U ovom testu se koristi murinsko antitelo na 
humani uPA. Uzoci se inkubiraju 16-20 h na temperaturi 4°C u mikrobunarima koji su 
obloženi sa monoklonskim anti-humanim uPA i detektuju se putem anti-humanog uPA 
antitela. Dodavanjem streptavidin konjugovane peroxidaze (HRP) formira se antitelo-enzim 
detekcioni kompleks. Dodavanjem TMB (perborat /3,3',5,5' – tetramethylbenzidin) 




substrata dolazi do reakcije sa HRP, stvarajući plavo obojenu soluciju. Senzitivnost se 
povećava dodavanjem sulfatne kiseline za zaustavljanje reakcije čime se solucija boji u 
plavo. Nivoi uPA se kvantifikuju mereći absorbancu obe solucije na 340nm u roku od 10 
minuta, koja se uporeĎuje sa standardnom krivom.  
 
 
3.4. OdreĊivanje koncentracije katepsina D – imunoradiometrijski esej (IRMA) 
 
Koncentracija katepsina D odreĎivana je iz istog citosolnog ekstrakta iz kojeg je odreĎivana 
koncentracija steroidnih receptora koristeći IRMA metodu, tj. njenu modifikacijou - 
sendvič“ imunoradiometrijski esej na čvrstoj fazi pomoću komercijalnog kompleta za 
kvantitativno odreĎivanje katepsina D (ELSA-CATH-D, CIS Biointernational, Gif-Sur-
Yvet, France). Korišćenjem ovog kita omogućavalo je detekciju sve tri izoforme katepsina 
D (34 kDa, 48 kDa i 52 kDa). Najmanja koncentracija koju je bilo moguće detektovati sa 
verovatnoćom 0,95, je bila 20 fmol/ml. „Sendvič“ imunoradiometrijski esej na čvrstoj fazi 
se bazira na na upotrebi dva monoklonska antitela koja se specifično vezuju za prostorno 
udaljene regione (epitope) na ispitivanom. antigenu (katepsina D). Antitelo za vezivanje 
predstavlja primarno antitelo, koje je već vezano za dno epruvete (čvrsta faza), i služi da se 
ispitivani antigen, prisutan u citosolnom ekstraktu, veže za antitelo i, samim tim, za čvrstu 
fazu. Sekundarno antitelo, tj. antitelo za obeležavanje, je obeleženo radioaktivnim jodom 
125 (125J) i specifično se vezuje za ispitivani antigen, koji je već vezan za čvrstu fazu. Na 
taj način se antigen nalazi u „sendviču“ izmeĎu primarnog i sekundarnog antitela Nakon 
ispiranja viška nevezanog sekundarnog antitela, radioaktivnost, koja potiče od 125J 
vezanog za antigen, se meri pomoću λ-scintilacionog brojača i proporcionalna je 
koncentraciji antigena vezanog izmeĎu dva antitela u epruveti. Test se izvodi na sobnoj 
temperaturi a u svaku epruvetu je potrebno dodati po 300 μl monoklonskog antitela 
obeleženog sa J125. Potom je potrebno dodati po 50 μl rablaženog kontrolnog ili 
razblaženog ispitivanog uzorka i sačekati inkubacioni period od 3 časa. Nakon toga 
neophodno je ukloniti višak nevezanog sekundarnog antitela putem nekoliko uzastopnih 




ispiranja. Na osnovu izmerenih radioaktivnosti kreira se standardna kriva sa kome se mogu 
odrediti nepoznate koncetracije antigena koje odgovaraju izmerenim aktivnostima uzoraka. 
Količnik nepoznate koncentracije antigena, izražen u pmol/ml, koji je korigovan za 
odgovarajuća razblaženja, i ukupne koncentracije proteina u uzorku, izražen u mg/ml 
ukupnih proteina, predstavlja koncentraciju antigena izraženu u pmol/mg. 
3.5. Statistiĉke metode za obradu rezultata 
 
Imаjući u vidu podаtke iz literаture, može se pretpostаviti dа će koncentrаcije kаtepsinа D, 
uPA i PAI-1, u citosolnim ekstrаktim uzorаkа tumorskog tkivа bolesnicа sа primаrnim 
kаrcinimom dojke, imаti širok opseg vrednosti. Stogа bi, prvo, bile аnаlizirаne rаspodele 
vrednosti koncentrаcijа svаkog od nаvedenih molekulаrnih biomаrkerа pomoću 
Kolmogorov-Smirnov testа dа bi se utvrdilo dа li one stаtistički znаčаjno odstupаju, ili ne, 
od normаlne rаspodele. Oprаvdаno je pretpostаviti dа će rаspodele vrednosti koncentrаcijа 
svаkog od nаvedenih molekulаrnih biomаrkerа odstupаti od normаlne rаspodele, te bi zа 
dаlju obrаdu rezultаtа bili korišćeni nepаrаmetrijski stаtistički testovi, i to: 
 Mann-Whitney-ev test ili Kruskal-Wallis-ov test , dа bi se utvrdilo dа li postoji 
stаtistički znаčаjnа rаzlikа u rаspodeli vrednosti koncentrаcijа molekulаrnih 
biomаrkerа izmeĎu pojedinih podgrupа bolesnicа; 
 Spearmann-ov test sume rаngovа, zа odreĎivаnje rаnga korelаcije kаo približne 
indikаcije povezаnosti izmeĎu koncentrаcijа ispitivаnih molekulаrnih biomаrkerа; 
 metodа Kaplan-а i Meier-а, zа odreĎivаnje verovаtnoća zа intervаl bez ponovne 
pojаve bolesti u podgrupаmа bolesnicа. Ove verovаtnoće bi bile odreĎivаne nа 
osnovu brojа pаcijentkinjа kod kojih je potvrĎeno prisustvo udаljenih metаstаzа, 
brojа meseci nаkon hirurške intervencije, zа svаku od tih pаcijentkinjа, posle kojih 
je došlo do pojаve udаljene metаstаze, kаo i brojа pаcijentkinjа koje nisu imаle 
metаstаze u periodimа (rаnog, kаsnog i dugotrаjnog) prаćenjа tokа bolesti; 
 tzv. „log-rank“, tj. Mantel-Cox-ov test, dа bi se utvrdilo dа li postoji stаtistički 







4.1. Karakteristike tumora i domaćina tumora  
 
Od ukupno 102 postmenopauzne pacijentkinje sa primarnim operabilnim karcinomom 
dojke, koje su imale negativan status limfnih čvorova, samo 10 % pacijentkinja je imalo 
tumore histološkog gradusa I ili III. Zbog malog broja ovih pacijentkinja,u svrhu statističke 
analize je uzeto u obzir 89 pacijentkinje sa tumorima histološkog gradusa II, za koje su 
postojali podaci o praćenju toka bolesti. 
Zbog toga što su samo dve pacijentkinjeimale tumore veće od 5 cm (pT3), pacijentkinje su, 
u toku kasnije statističke analize, bile svrstane u grupu pacijentkinja sa tumorima koji su 
jednaki ili veći od 2 cm (pT2,3). Na osnovu histološkog tipa tumora, pacijentkinje su 
analizirane u okviru grupe sa: a) invazivnim duktalnim (IDC), b) invazivnim lobularnim 
(ILC) i c) drugim tipovima karcinoma dojke.Amplifikacija HER-2 je, u zavisnosti od 
imunohistohemijskog (IHC) skora, bila definisana kao negativna (IHC = 0) ili pozitivna 
(IHC ≥ 1). 
 
4.1.1. Karakteristike tumora i domaćina tumora u grupi pacijentkinja ĉiji je tok 
bolesti praćen tokom prvih 5 godina nakon operacije  
 
Tokom prvih 5 godina (od 1. do 60. meseca) praćenja toka bolesti nakon operacijie, podaci 
o praćenu toka bolesti su bili dostupni za 73 pacijentkinje. Karakteristike tumora i 
domaćina tumora su prikazane u Tabeli 1. 
Pacijentkinje su bile starosti izmeĎu 47 i 80 godina, sa medijanom od 62 godine. MeĎu 
pacijentkinjama, 40 je imalo tumore manje od ili jednake 2 cm (pT1), 31 je imala tumore 
veće od 2 cm, a manje od ili jednake 5 cm (pT2), dok su samo 2 pacijentkinje imale tumore 
veće od 5 cm (pT3).Histološki tip tumora je bio nepoznat za 2 pacijentkinje. Njih 34 je 
imalo duktalne (IDC), 24 luminalne (ILC), a 13 druge tipove tumora. Za analizu 
amplifikacije HER-2 gena je bilo dostupno 63 uzoraka, od kojih je 50 imalo negativan, a 13 
pozitivan skor. 
Koncentracija ER je bila u opsegu od 2 do 869 fmol/mg (medijana = 44 fmol/mg), dok je 





katepsina D su bile izmeĎu 5 i 269,2 pmol/mg, koncentracije uPA izmeĎu 0,1 i 1,1 pg/mg, 
a koncentracije PAI-1 izmeĎu 0,79 i 26,66 pg/mg, sa medijanama od 44,7 pmol/mg, 0,36 
pg/mg i 4,55 pg/mg, respektivno. Za odreĎivanje vrednosti koncentracija uPA i PAI-1 je 
bilo dostupno po 48 uzoraka. 
 
Tabela.1. Karakteristike podgrupa pacijentkinja definisanih parametrima domaćina tumora 
(starost) i tumora (veličina tumora, histološki tip tumora, koncentracija ER, koncentracija PR, 
amplifikacija HER-2), u okviru grupe pacijentkinja čiji je tok bolesti praćen tokom prvih 5 godina 




































Katepsin D (pmol/mg) 73 100 5-269,2 44,7
0,36
PAI-1 (pg/mg) 48 100 0,79-26,66 4,55









4.1.2. Karakteristike tumora i domaćina tumora u grupi pacijentkinja ĉiji je tok 
bolesti praćen tokom drugih 5 godina nakon operacije  
 
Tokom drugih 5 godina (od 61. do 120. meseca) praćenja toka bolesti nakon operacijie, 
podaci o praćenu toka bolesti su bili dostupni za 52 pacijentkinje.Karakteristike tumora i 
domaćina tumora su prikazane u Tabeli 2. 
Pacijentkinje su bile starosti izmeĎu 57 i 79 godina, sa medijanom od 62 godine. U celoj 
grupi, 32 pacijentkinje su imale tumore manje od ili jednake 2 cm (pT1), dok je njih 20 
imalo tumore veće od 2 cm (pT2). Duktalne tumore je imalo 26 pacijentkinja, luminalne 
14, a druge tipove tumora njih 10, dok je histološki tip bio nepoznat za 2 pacijentkinje. Za 
analizu amplifikacije HER-2 gena je bilo dostupno 45 uzoraka, pri čemu je za 35 
detektovan negativan, a za 10 pozitivan skor. 
Koncentracije ER su imale vrednosti od 2 do 869 fmol/mg, sa medijanom od 36 fmol/mg, a 
koncentracije PR su imale vrednosti izmeĎu 2 i 69 fmol/mg, sa medijanom od 6 fmol/mg. 
Koncentracije katepsina D su bile u rasponu od 5,6 do 269,2 pmol/mg, koncentracije uPA u 
rasponu od 0,11 i 1,01 pg/mg, a koncentracije PAI-1 u rasponu od 0,79 i 26,66 pg/mg 
(medijane su bile 41,3 pmol/mg, 0,34 pg/mg i 4,25 pg/mg, respektivno). Za odreĎivanje 





Tabela 2. Karakteristike podgrupa pacijentkinja definisanih parametrima domaćina tumora i 
tumora, u okviru grupe pacijentkinja čiji je tok bolesti praćen u drugih 5 godina nakon operacije. 
































Katepsin D (pmol/mg) 52 100 5,6-269,2 41,3
100 0,11-1,01 0,34








4.1.3. Karakteristike tumora i domaćina tumora u grupi pacijentkinja ĉiji je tok 
bolesti praćen tokom prvih 10 godina nakon operacije  
 
Tokom prvih 10 godina (od 1. do 120. meseca) praćenja toka bolesti nakon operacijie, 
podaci o praćenu toka bolesti su bili dostupni za 67 pacijentkinja.Karakteristike tumora i 
domaćina tumora su prikazane u Tabeli 3. 
Pacijentkinje su imale izmeĎu 47 i 80 godina, a medijana za starost pacijentkinja je bila 62 





tumorima većim od 2 cm (pT2) je bila 31 pacijentkinja. U ovoj grupi su bili zastupljeni 
duktalni (30 pacijentkinja), lobularni (22 pacijentkinje) i drugi (13 pacijentkinja) tipovi 
tumora, dok je histološki tip tumora bio nepoznat za 2 pacijentkinje. Za analizu 
amplifikacije HER-2 gena je bilo dostupno 59 uzoraka. U slučaju 46 pacijentkinja je 
detektovan negativan, a u slučaju 13 pacijentkinja pozitivan imunohistohemijski skor. 
Što se tiče koncentracija ER i PR, one su bile u opsezima od 2-869 i 2-95 fmol/mg, 
respektivvno, a odgovarajuće medijane su bile 43 i 6 fmol/mg. Koncentracije ostalih 
biomarkera su, imale vrednosti u opsezima od 5-269,2 pmol/mg (katepsin D), 0,1-1,1 
pg/mg (uPA) i 0,79-26,66 pg/mg (PAI-1), sa medijanama od 45,6 pmol/mg, 0,37 pg/mg i 
4,47 pg/mg, respektivno. Za odreĎivanje vrednosti koncentracija uPA i PAI-1 je bilo 
dostupno po 45 uzoraka. 
 
Tabela 3. Karakteristike podgrupa pacijentkinja definisanih parametrima domaćina tumora i 
tumora, u okviru grupe pacijentkinja čiji je tok bolesti praćen tokom prvih 10 godina nakon 













Starost (godine) 67 0,0
62-95100
Amplifikacija HER-2
uPA (pg/mg) 45 100 0,1-1,1 0,37
PAI-1 (pg/mg) 45 100 0,79-26,66 4,47
PR (fmol/mg) 67
















4.2. Raspodela vrednosti koncentracija molekularnih biomarkera invazivnosti 
malignih ćelija u podgrupama bolesnica definisanih na osnovu klasiĉnih i 
biomarkera estrogene zavisnosti tumora 
 
Korišćenjem Kolmogorov-Smirnov testa, analiziranesu raspodele učestalosti koncentracija 
kontinualnih molekularnih biomarkera invazivnosti malignih ćelija (ER, PR, katepsin D, 
uPA PAI-1) i utvrĎeno je da one statistički značajno odstupaju od normalne raspodele 
(p<0,001). Stoga su, u toku dalje analize, korišćeni neparametrijski testovi statističke 
analize. 
Na osnovu godina domaćina tumora, pacijentkinje su podeljene u dve grupe: a) 
pacijentkinje starosti izmeĎu 45 i 59 godina i c) pacijentkinje starije od 59 
godina.Pacijentkinje su, na osnovu koncentracije ER, bile svrstane u grupu 
sakoncentracijom: a) manjom od 10 fmol/mg i b) jednakom ili većom od 10 fmol/mg, dok 
su, na osnovu koncentracije PR, bile svrstane u grupu sakoncentracijom: a) manjom od 20 
fmol/mg i b) jednakom ili većom od 10 fmol/mg.  
 
4.2.1. Raspodela vrednosti koncentracija molekularnih biomarkera invazivnosti 
malignih ćelija u grupi pacijentkinja ĉiji je tok bolesti praćen tokom prvih 5 
godina nakon operacije  
 
Raspodele vrednosti koncentracija molekularnih biomarkera invazivnosti malignih ćelija 
(katepsina D, uPA i PAI-1), u grupi pacijentkinja čiji je tok bolesti praćen tokom prvih 5 
godina nakon operacije, su prikazane u Tabeli 4. 
 
4.2.1.1. Raspodela vrednosti koncentracija katepsina D 
 
U grupi pacijentkinja starosti izmeĎu 45 i 59 godina (n=25), medijana koncentracije 
katepsina D je bila 47,6 pmol/mg, a u grupi pacijentkinja starijih od 59 godina (n=48), 





bila 38,1 pmol/mg, a kod onih sa pT2 tumorima(33), medijana je bila 51,5 pmol/mg. 
Pacijentkinje sa duktalnim tumorima (n=34)su imale medijanu koncentracije katepsina D - 
50,3 pmol/mg, one sa lobularnim tumorima (n=24) - 37,7 pmol/mg, a one sa drugim (n=13) 
histološkim tipovima tumora - 41,4 pmol/mg.Negativan skor (n=50) za amplifikaciju HER-
2 je bio okarakterisan sa medijanom koncentracije katepsina D od 46,3 pmol/mg, a 
pozitivan skor (n=13) sa medijanom od 47,5 pmol/mg, sa obzirom na to da su bila dostupna 
63 uzorka. 
 
Tabela 4. Raspodela vrednosti koncentracija katepsina D, uPA i PAI-1 u podgrupama pacijentkinja 
definisanim parametrima domaćina tumora i tumora, za pacijentkinje čiji je tok bolesti praćen u 
prvih 5 godina (1-60 meseci) nakon operacije. Prikazani su broj i procentualna zastupljenost 
pacijentkinja u svakoj od analiziranih podgrupa, mediane vrednosti koncentracija, kao i p vrednosti 
koje se odnose na Mann-Whitney ili Kruskal-Wallis-ov test. 
 
Katepsin D uPA PAI-1
(pmol/mg) (pg/mg) (pg/mg)
73 48 48
45-59 25 34,2 47,6 15 31,3 0,38 16 33,3 4,2
>59 48 65,8 42,6 33 68,8 0,31 32 66,7 4,8
73 48 48
pT1 40 54,8 38,1 26 54,2 0,37 26 54,2 4,8
pT2 33 45,2 51,5 22 45,8 0,35 22 45,8 4,3
71 48 48
IDC 34 47,9 50,3 22 45,8 0,39 24 50,0 4
ILC 24 33,8 37,3 18 37,5 0,31 16 33,3 5,7
Drugi 13 18,3 41,4 8 16,7 0,23 8 16,7 3,8
73 48 48
ER<10 15 20,5 40 36 75,0 0,34 12 25,0 4
ER≥10 58 79,5 47,5 12 25,0 0,36 36 75,0 4,9
73 48 48
PR<20 57 78,1 44 34 70,8 0,39 35 72,9 4,5
PR≥20 16 21,9 47,7 14 29,2 0,28 13 27,1 4,7
63 41 41
Negativno 50 79,4 46,3 32 78,0 0,34 33 80,5 4








































U tumorima pacijentkinja sa koncentracijom ER manjom od 10 fmol/mg (n=15), medijana 
koncentracija katepsina D je bila 40, a u tumorima pacijentkinja sa koncentracijom ER 





katepsina D od 44 pmol/mg je bila povezana sa tumorima u kojima je koncentracija PR bila 
manja od 20 fmol/mg (n=57), a medijana od 47,7 pmol/mg je bila povezana sa tumorima u 
kojima je koncentracija PR bila jednaka ili veća od 20 fmol/mg (n= 16).  
 
4.2.1.2. Raspodela vrednosti koncentracija uPA 
 
Vrednosti medijane koncentracije uPA su bile: 0,38 i 0,31 pg/mg za pacijentkinje stare 45-
59 godina i one starije od 59 godina (n=15 i n=33, respektivno), 0,37 i 0,35 pg/mg za 
pacijentkinje sa pT1 i pT2 tumorima (n=26 i n=22, respektivno), 0,39, 0,31 i 0,23 pg/mg za 
pacijentkinje sa IDC, ILC i drugim histološkim tipovima tumora (n=22, n=18 i n=8, 
respektivno), kao i 0,34 i 0,31 za pacijentkinje sa negativnim, odn. pozitivnim 
imuhistohemijskim skorom za amplifikaciju HER-2 (n=32 i n=9, respektivno). 
Tumori sa koncentracijom ER manjom od 10 fmol/mg (n=36) su bili okarakterisani 
medijanom vrednosti koncentracije uPA od 0,34 pg/mg, a oni sa koncentracijom ER 
jednakom ili većom od 10 fmol/mg (n=12) su bili okarakterisani medijanom od 0,36 pg/mg. 
U slučaju tumora sa koncentracijom PR manjom od 20 fmol/mg (n=34), medijana vrednosti 
koncentracije uPA je bila 0,39 pg/mg, a u slučaju tumora sa koncentracijom PR jednakom 
ili većom od 20 fmol/mg (n=14), medijana je bila 0,28 pg/mg. 
 
4.2.1.3. Raspodela vrednosti koncentracija PAI-1 
 
U grupama pacijentkinja koje su: a) bile starosti izmeĎu 45 i 59 godina (n=16) ili starije od 
59 godina (n=32), b) imale pT1 (n=26) ili pT2 tumore (n=22), c) imale IDC (n=24), ILC 
(n=16) ili tumore drugih histoloških tipova (n=8) i d) imale tumore sa negativnim (n=33) ili 
pozitivnim (n=8) imunohistološkim skorom za amplifikaciju HER-2, vrednosti medijane 
koncentracije PAI-11 su bile: a) 4,2 i 4,8 pg/mg, b) 4,8 i 4,3 pg/mg, c) 4, 5,7 i 3,8 pg/mg i 4 
i 6,4 pg/mg, respektivno.  
Grupe pacijentkinja sa nižim (n=12) ili višim (n=36) vrednostima ER su bile okarakterisane 





nižim (n=35) ili višim (n=13) vrednostima PR su bile okarakterisane sa medijanama 
vrednosti koncentracije PAI-1 od 4,5 i 4,7 pg/mg. 
Statistički značajna razlika u raspodeli koncentracija biomarkera nije naĎena ni u jednoj od 
grupa definisanih parametrima tumora ili domaćina tumora, ni za jedan od 3 molekularna 
biomarkera invazivnosti malignih ćelija. 
4.2.2. Raspodela vrednosti koncentracija molekularnih biomarkera invazivnosti 
malignih ćelija u grupi pacijentkinja ĉiji je tok bolesti praćen tokom drugih 5 
godina nakon operacije  
 
Raspodela vrednosti koncentracija molekularnih biomarkera invazivnosti malignih ćelija 
(katepsina D, uPA i PAI-1), u grupi pacijentkinja čiji je tok bolesti praćen tokom drugih 5 
godina nakon operacije, su prikazane u Tabeli 5. 
 
4.2.2.1. Raspodela vrednosti koncentracija katepsina D 
 
Vrednosti medijane koncentracije katepsina D su bile: 47,6 i 41,1 pmol/mg za pacijentkinje 
starosti izmeĎu 45-59 godina (n=21) i starije od 59 godina (n=31), 40,6 i 51,9 pmol/mg za 
pacijentkinje sa pT1 (n=32) i pT2 (n=20) tumorima, zatim 52,8, 33,3 i 32,7 pmol/mg za 
pacijentkinje sa IDC (n=18), ILC (n=14) i drugim (n=10) histološkim tipovima tumora, 
odn. 44,7 i 32,8 pmol/mg za pacijentkinje bez (n=35) i sa (n=10) amplifikacijom HER-2, 
respektivno. 
Vrednosti medijane koncentracije katepsina D su bile: 24,5 i 46,4 pmol/mg za pacijentkinje 
sa nižim (n=12) i višim (n=40) vrednostima koncentracije ER, te 41,2 i 47,7 pmol/mg za 













Tabela 5. Karakteristike raspodele koncentracija katepsina D, uPA i PAI-1 u podgrupama 
pacijentkinja definisanim parametrima domaćina tumora i tumora, za pacijentkinje čiji je tok 
bolesti praćen tokom grugih 5 godina (61-120 meseci) nakon operacije.. Prikazani su broj i 
procentualna zastupljenost pacijentkinja u svakoj od analiziranih podgrupa, mediane vrednosti 
koncentracija, kao i p vrednosti koje se odnose na Mann-Whitney ili Kruskal-Wallis-ov test. 
 




45-59 21 40,4 47,6 14 38,9 0,39 15 41,7 4,07
>59 31 59,6 41,1 22 61,1 0,27 21 58,3 4,72
52 36 36
pT1 32 61,5 40,6 21 58,3 0,37 21 58,3 4,55
pT2 20 38,5 51,9 15 41,7 0,32 15 41,7 4,02
50 34 36
IDC 26 50,0 52,8 18 52,9 0,42 20 55,6 4,07
ILC 14 26,9 33,3 9 26,5 0,28 9 25,0 4,55
Drugi 10 19,2 32,7 7 20,6 0,21 7 19,4 5,22
52 36 36
ER<10 12 23,1 24,5 11 30,6 0,39 11 30,6 4,07
ER≥10 40 76,9 46,4 25 69,4 0,32 25 69,4 4,55
52 36 36
PR<20 39 75,0 41,2 24 66,7 0,39 25 69,4 4,34
PR≥20 13 25,0 47,7 12 33,3 0,28 11 30,6 3,83
45 29 29
Negativno 35 77,8 44,7 22 75,9 0,31 23 79,3 3,90





























4.2.2.2. Raspodela vrednosti koncentracija uPA 
Vrednosti medijane koncentracije uPA su bile: 0,39 i 0,27 pg/mg za pacijentkinje stare 45-
59 godina i one starije od 59 godina (n=14 i n=22, respektivno), 0,37 i 0,32 pg/mg za 
pacijentkinje sa tumorima manjim od 2cm i sa tumorim jednakim ili većim od 2 cm (n=26 i 
n=22, respektivno), 0,42, 0,28 i 0,21 pg/mg za pacijentkinje sa IDC, ILC i drugim 
histološkim tipovima tumora (n=18, n=9 i n=7, respektivno), te 0,31 i 0,29 za pacijentkinje 






Za pacijentkinje čiji su tumori imali koncentraciju ER manju od 10 fmol/mg (n=11), 
medijana vrednosti koncentracije uPA je bila 0,39 pg/mg, a za one čiji su tumori imali 
koncentraciju ER jednaku ili veću od 10 fmol/mg (n=25), medijana vrednosti koncentracije 
uPA je bila 0,32 pg/mg. U slučaju tumora sa koncentracijom PR manjom od 20 fmol/mg 
(n=24) i jednakom ili većom od 20 fmol/mg (n=12), medijane vrednosti koncentracije uPA 
su bile 0,39 i 0,28 pg/mg, respektivno. 
 
4.2.2.3. Raspodela vrednosti koncentracija PAI-1 
U grupi od 15 pacijentkinja starosne dobi 45-59 godina i u grupi od 21 pacijentkinje starije 
od 59 godina, vrednosti medijane koncentracije PAI-1 su bile 4,07 i 4,72 pg/mg, dok su za 
21 pacijentkinju sa pT1 tumorima i za 15 pacijentkinja sa pT2 tumorima, vrednosti 
medijane koncentracije PAI-1 su bile 4,55 i 4,02 pg/mg, respektivno. U grupama od 20 
pacijentkinja sa IDC tumorima, 9 pacijentkinja sa ILC tumorima i 7 pacijentkinja sa drugim 
histološkim tipovima tumora, vrednosti medijane koncentracije PAI-1 su bile 4,07, 4,55 i 
5,22 pg/mg, dok su u grupama od 23 pacijentkinje sa negativnim i 6 pacijentkinja sa 
pozitivnim skorom za amplifikaciju HER-2, vrednosti medijana bile 3,9 i 5,22 pg/mg, 
respektivno. 
U grupama od 11 pacijentkinja sa nižim vrednostima koncentracije ER (25 za PR)i 25 
pacijentkinja sa višim vrednostima koncentracije ER (11 za PR), vrednosti medijane 
koncentracije PAI-1 su bile 4,07 pg/mg (4,34 pg/mg za PR) i 4,55 pg/mg (3,83 pg/mg za 
PR), respektivno. 
Statistički značajna razlika u raspodeli koncentracija bilo katepsina D bilo PAI-1 nije 
naĎena ni u jednoj od grupa definisanih parametrima tumora ili domaćina tumora. 
Statistički značajna razlika u raspodeli koncentracija uPA je naĎena samo za pacijentkinje 
različitih starosnih dobi (45-59 godina vs. starije od 59 godina, p=0,04), kao i za 
pacijentkinja sa različitim histološkim tipovima tumora (IDC vs. ILC, p=0,03). Pri tome su 






4.2.3. Raspodela vrednosti koncentracija molekularnih biomarkera invazivnosti 
malignih ćelija u grupi pacijentkinja ĉiji je tok bolesti praćen tokom prvih 10 
godina nakon operacije  
Raspodele vrednosti koncentracija molekularnih biomarkera invazivnosti malignih ćelija 
(katepsina D, uPA i PAI-1), u grupi pacijentkinja čiji je tok bolesti praćen tokom prvih 10 
godina nakon operacije, su prikazane u Tabeli 6. 
4.2.3.1. Raspodela vrednosti koncentracija katepsina D 
U okviru cele grupe, 22 pacijentkinje starosti izmeĎu 45 i 59 godina i 45 pacijentkinja 
starijih od 59 godina su imale medijane vrednosti koncentracije katepsina D od 47,9 i 42,6 
pmol/mg, dok je 36 pacijentkinja sa pT1 i 31 pacijentkinja sa pT2 tumorima imalo 
odgovarajuće medijane od 39,6 i 51,5 pmol/mg, respektivno.Medijane vrednosti 
koncentracije katepsina D su bile 50,3, 37,3 i 41,4 pmol/mg za pacijentkinje sa IDC (n=34), 
ILC (n=24) i drugim (n=13) histološkim tipovima tumora, dok su odgovarajuće vrednosti 
medijane bile 46,3 i 38,9 pmol/mg za pacijentkinje sa negativnim (n=50) i pozitivnim 
(n=13) imunohistohemijskim skorom za amplifikaciju HER-2, respektivno. 
Što se tiče raspodele u grupama definisanim statusom steroidnih receptora, 15 pacijentkinja 
sa nižim i 52 pacijentkinje sa višim koncentracijama ER, odn. 52 pacijentkinja sa nižim i 15 
pacijentkinja sa višim koncentracijama PR su imale medijane vrednosti koncentracije 
katepsina D od 30,7 i 47,6 pmol/mg, odn. 45,4 i 47,7 pmol/mg, respektivno. 
4.2.3.2. Raspodela vrednosti koncentracija uPA i PAI-1 
U grupi pacijentkinja starih 45-59 godina, po 15 njih je imalo medijanu vrednosti 
koncentracije uPA od 0,38 pg/mg i medijanu vrednosti koncentracije PAI-1 od 4,11 pg/mg, 
dok je kod pacijentkinja starijih od 59 godina, po 30 njih imalo medijanu za uPA od 0,3 
pg/mg i medijanu za PAI-1 od 4,82 pg/mg. Tumori manji od 2 cm su bili okarakterisani 
medijanom vrednosti koncentracije uPA od 0,34 pg/mg i medijanom vrednosti 
koncentracije PAI-1 od 4,47 pg (po 24 pacijentkinje za oba biomarkera) dok su tumori 
jednaki ili veći od 2 cm bili karaltristični po odgovarajućim medijanama od 0,37 pg/mg i 
4,53 pg/mg (po 21 pacijentkinja za oba biomarkera), respektivno. U odnosu na IDC, ILC i 





uPA od 0,4 (n=20), 0,31 (n=15) i 0,23 (n=8) pg/mg, kao i medijane vrednosti koncentracije 
PAI-1 od 4,04 (n=21), 5 (n=14) i 5,37 (n=8) pg/mg, respektivno. 
 
Tabela 6. Karakteristike raspodele koncentracija katepsina D, uPA i PAI-1 u podgrupama 
pacijentkinja definisanim parametrima domaćina tumora i tumora, za pacijentkinje čiji je tok 
bolesti praćen tokom prvih 10 godina (1-120 meseci) nakon operacije. Prikazani subroj i 
procentualna zastupljenost pacijentkinja u svakoj od analiziranih podgrupa, mediane vrednosti 
koncentracija, kao i p vrednosti koje se odnose na Mann-Whitney ili Kruskal-Wallis-ov test. 
 
Katepsin D uPA PAI-1
(pmol/mg) (pg/mg) (pg/mg)
67 45 45
45-59 22 32,8 47,9 15 33,3 0,38 15 33,3 4,11
>59 45 67,2 42,6 30 66,7 0,30 30 66,7 4,82
67 45 45
pT1 36 53,7 39,6 24 53,3 0,34 24 53,3 4,47
pT2 31 46,3 51,5 21 46,7 0,37 21 46,7 4,53
65 43 43
IDC 30 44,8 50,3 20 46,5 0,40 21 48,8 4,04
ILC 22 32,8 39,1 15 34,9 0,31 14 32,6 5,00
Drugi 13 19,4 41,1 8 18,6 0,23 8 18,6 5,37
67 45 45
ER<10 15 22,4 30,7 12 26,7 0,34 12 26,7 3,99
ER≥10 52 77,6 47,6 33 73,3 0,37 33 73,3 4,93
67 45 45
PR<20 52 77,6 45,4 31 68,9 0,39 33 73,3 4,39
PR≥20 15 22,4 47,7 14 31,1 0,28 12 26,7 4,72
59 38 38
Negativno 46 78,0 46,3 29 76,3 0,32 30 78,9 4,02





























Negativan skor za amplifikaciju HER-2 je zabeležen u grupi od 29 pacijentkinja sa 
medijanom vrednosti koncentracije uPA od 0,32 pg/mg, kao i u grupi od 30 pacijentkinja sa 
medijanom vrednosti koncentracije PAI-1 od 4,02 pg/mg, dok je pozitivan skor detektovan 
u grupi od 9 pacijentkinja sa medijanom za uPA od 0,31 pg/mg, kao i u grupi od 8 
pacijentkinja sa medijanom za PAI-1 od 6,45 pg/mg. 
Tumori sa koncentracijama ER, odn. PR, manjim od 10, odn. 20 fmol/mg su bili 
okarakterisani sa medijanama vrednosti koncentracije uPA od 0,34 (n=36), odn. 0,39 





(n=35) pg/mg, respektivno.Za tumore sa koncentracijama ER jednakim ili većim od 10 
fmol/mg, medijane vrednosti koncentracija uPA i PAI-1 su bile 0,36 pg/mg (n=12) i 4,9 
pg/mg (n=36), dok su, za tumore sa koncentracijama PR jednakim ili većim od 20 fmol/mg, 
medijane vrednosti koncentracija uPA i PAI-1 bile 0,28 pg/mg (n=14) i 4,7 pg/mg (n=13). 
Kao i u slučaju grupe pacijentkinja čiji je tok bolesti praćen tokom prvih 5 godina nakon 
operacije, i u slučaju pacijentkinja čiji je tok bolesti praćen tokom prvih 10 godina nakon 
operacije nije naĎena statistički značajna razlika u raspodeli koncentracija biomarkera ni u 
jednoj od grupa definisanih parametrima tumora ili domaćina tumora, ni za jedan od 3 
molekularna biomarkera invazivnosti malignih ćelija. 
 
4.3. Korelacija vrednosti molekularnih biomarkera invazivnosti malignih ćelija sa 
vrednostima kontinualnih klasiĉnih i biomarkera estrogene zavisnosti tumora 
 
4.3.1. Korelacija vrednosti molekularnih biomarkera u grupi pacijentkinja ĉiji je tok 
bolesti praćen tokom prvih 5 godina nakon operacije 
 
Korelacija vrednosti koncentracija katepsina D, uPA i PAI-1, sa vrednostima kontinualnih 
klasičnih i biomarkera estrogene zavisnosti tumora, su prikazane u Tabeli 7. 
Analiza je pokazala da, u grupi od 73 pacijentkinje, vrednosti koncentracije katepsina D 
nisu bile značajno povezane sa starošću pacijentkinja (p=0,8), koncentracijom ER (p=0,2) i 
koncentracijom PR (p=0,3). Za 48 pacijentkinja, za koje su bili dostupni uzorci za 
odreĎivanje uPA i PAI-1, utvrĎeno je da vrednosti koncentracije PAI-1 nisu bile značajno 
povezane sa starošću pacijentkinja (p=0,4), koncentracijom ER (p~1) i koncentracijom PR 
(p=0,3). Vrednosti koncentracije uPA nisu bile značajno povezane sa koncentracijama ER 
(p=0,5) i PR (p=0,3), dok su statistički značajno, negativno korelisale sa godinama starosti 











Tabela 7. Korelacija vrednosti koncentracije: a) katepsina D, b) uPA i c) PAI-1 sa godinama 
bolesnica, u grupi bolesnica čiji je tok bolesti praćen tokom prvih 5 godina (1-60 meseci) nakon 
operacije. Prikazani su: p vrednost za Spearmann-ov test (p), koeficijent korelacije za Spearmann-
ov test (r) i broj bolesnica u ispitivanoj grupi (N); 
 
73 -0,04 0,8 48 -0,31 0,04 48 -0,12 0,4
73 0,18 0,2 48 -0,11 0,5 48 0,008 0,96























4.3.2. Korelacija vrednosti molekularnih biomarkera u grupi pacijentkinja ĉiji je tok 
bolesti praćen tokom drugih 5 godina nakon operacije 
 
Korelacija vrednosti koncentracija katepsina D, uPA i PAI-1, sa vrednostima kontinualnih 
klasičnih i biomarkera estrogene zavisnosti tumora, su prikazane u Tabeli 8. 
U grupi pacijentkinja čiji je tok bolesti bio praćen tokom drugih 5 godina nakon operacije, 
korelacija vrednosti koncentracija biomarkera, sa vrednostima kontinualnih klasičnih i 
biomarkera estrogene zavisnosti tumora, je bila analizirana za 52 pacijentkinje u slučaju 
katepsina D, a za po 36 pacijentkinja u slučaju uPA i PAI-1. Za Katepsin D nije naĎena 
korelacija njegovih vrednosti koncentracije sa starošću pacijentkinja (p=0,9), 
koncentracijom ER (p=0,08) ili koncentracijom PR (p=0,1), kao što nije ni u slučaju PAI-1 
(p=0,5 za sva 3 parametra tumora i domaćina tumora). Što se tiče uPA, nije naĎena 
korelacija njegovih vrednosti koncentracije sa koncentracijama ER (p=0,2) i PR (p=0,4), 








Tabela 8. Korelacija vrednosti koncentracije: a) katepsina D, b) uPA i c) PAI-1 sa godinama 
bolesnica, u grupi bolesnica čiji je tok bolesti praćen tokom drugih 5 godina (61-120 meseci) nakon 
operacije. Prikazani su: p vrednost za Spearmann-ov test (p), koeficijent korelacije za Spearmann-
ov test (r) i broj bolesnica u ispitivanoj grupi (N); 
 
52 -0,02 0,9 36 -0,33 <0,05 36 -0,13 0,5
52 0,25 0,08 36 -0,22 0,2 36 -0,13 0,5
























4.3.3. Korelacija vrednosti molekularnih biomarkera u grupi pacijentkinja ĉiji je tok 
bolesti praćen tokom prvih 10 godina nakon operacije 
 
Korelacija vrednosti koncentracija katepsina D, uPA i PAI-1, sa vrednostima kontinualnih 
klasičnih i biomarkera estrogene zavisnosti tumora, su prikazane u Tabeli 9. 
Tabela 9. Korelacija vrednosti koncentracije: a) katepsina D, b) uPA i c) PAI-1 sa godinama 
bolesnica, u grupi bolesnica čiji je tok bolesti praćen tokom prvih 10 godina (1-120 meseci) nakon 
operacije. Prikazani su: p vrednost za Spearmann-ov test (p), koeficijent korelacije za Spearmann-
ov test (r) i broj bolesnica u ispitivanoj grupi (N); 
 
67 -0,07 0,6 45 -0,29 0,056 45 0,3 <0,05
67 0,19 0,1 45 -0,09 0,6 45 0,05 0,8




























Vrednosti koncentracije katepsina D nisu bile značajno povezane sa godinama pacijentkinja 
(p=0,6), koncentracijom ER (p=0,1) i koncentracijom PR (p=0,2), u analiziranoj grupi od 
67 pacijentkinja. Korelacije vrednosti koncentracije uPA i PAI-1 su bile analizirane za po 
45 pacijentkinja. Pokazalo se da ne postoji značajna povezanost koncentracije uPA sa 
koncentracijama ER ili PR, jer su odgovarajuće p vrednosti Spearmann-ovog test bile 0,6 i 
0,4, respektivno, kao i da postoji tendencija ka statistički značajnoj, negativnoj korelaciji sa 
starošću pacijentkinja (p=0,056, r=-0,29). Slično tome, ustanovljeno je da ne postoji 
značajna korelacija izmeĎu vrednosti koncentracije PAI-1 i koncentracije ER ili PR (p=0,8 
u slučaju oba steroidna receptora), dok je naĎena statistički značajna, pozitivna korelacija 
vrednosti koncentracije PAI-1 sa godinama pacijentkinja (p<0,05, r=0,3). 
 
4.4. OdreĊivanje graniĉne vrednosti za kontinualne klasiĉne i biomarkere estrogene 
zavisnosti tumora korišćenjem tzv. „pristupa minimalne p vrednosti“ 
4.4.1. OdreĊivanje graniĉne vrednosti za biomarkere u grupi pacijentkinja ĉiji je tok 
bolesti praćen tokom prvih 5 godina nakon operacije 
 
Kao što se može videti na Grafikonu 1, u grupi pacijentkinja čiji je tok bolesti praćen 
tokom prvih 5 godina nakon operacije, granična vrednost za kontinualni biomarker je, 
korišćenjem tzv. „pristupa minimalne p vrednosti“, naĎena samo u slučaju PAI-1. Za 
graničnu vrednost koncentracije PAI-1 od 6,35 pg/mg, pacijentkinje sa koncentracijama 
PAI-1 manjim od granične vrednosti imale su statistički značajno različite verovatnoće za 
interval bez ponovnog javljanja bolesti (DFI, skr. od eng. Disease-Free Interval) od 
pacijentkinja sa koncentracijama PAI-1 većim od granične vrednosti. Za navedenu graničnu 
vrednost koncentracije PAI-1 je dobijena minimalna p vrednost za log-rank test od 0,04. 
U svakoj od analiziranih grupa pacijentkinja, na osnovu poznatog broja pacijentkinja sa 
potvrĎenim prisustvom udaljenih metastaza i poznatog vremenskog intervala,proteklog od 
hirurške terapije do pojave udaljenih metastaza za svaku od tih pacijentkinja, kao i na 
osnovu broja pacijentkinja kod kojih nisu detektovane metastaze u periodu ukupnog 





Kaplan-a i Meier-a. Upotrebom log-rank testa je bilo moguće ispitati da li postoje značajne 
razlike u verovatnoćama za DFI izmeĎu analiziranih grupa pacijentkinja.  
 
4.4.2. OdreĊivanje graniĉne vrednosti za biomarkere u grupi pacijentkinja ĉiji je tok 
bolesti praćen tokom drugih 5 godina nakon operacije 
 
Na Grafikonu 2 su prikazani dijagrami koji se odnose na odreĎivanje graničnih vrednosti 
kontinualnih biomarkera, u grupi pacijentkinja čiji je tok bolesti praćen tokom drugih 5 
godina nakon operacije. Granične vrednosti su naĎene u slučaju godina starosti 
pacijentkinja, koncentracije ER i koncentracije uPA. 
Za starost pacijentkinja, pri graničnoj vrednosti od 56 godina, verovatnoće za DFI za 
pacijentkinje mlaĎe od 56 godina i za pacijentkinje koji imaju 56 ili više godina se 
statistički značajno razlikuju, pri čemu se dobija minimalna p vrednost za log-rank test 
(p=0,003). Kada su bile uporeĎene pacijentkinje koje su imale koncentracije ER manje od 
44 fmol/mg i one koje su imale koncentracije ER jednake ili veće od 44 fmol/mg, naĎeno je 
da se njihove verovatnoće za DFI statistički značajno razlikuju i da je, pri tome, dobijena p 
vrednost (p=0,009) za log-rank test minimalna. Slično tome, poreĎenjem verovatnoća za 
DFI u grupama pacijentkinja sa koncentracijama uPA manjim od 0,38 pg/mg i sa 
koncentracijama uPA jednakim ili većim od 0,38 pg/mg, ustanovljeno je da se one 
statistički značajno razlikuju. Za navedenu graničnu vrednost koncentracije uPA se dobija 
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Grafikon 1. Određivanje graničnih vrednosti za kontinualne biomarkere: a) godine, b) ER, c) PR, 
d) katepsin D, e) uPA i f) PAI-1 , u grupi bolesnica čiji je tok bolesti praćen tokom prvih 5 godina 
(1-60 meseci) nakon operacije. Naznačene su granične vrednosti biomarkera za koje su, upotrebom 
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Grafikon 2. Određivanje graničnih vrednosti za kontinualne biomarkere: a) godine, b) ER, c) PR, 
d) katepsin D, e) uPA i f) PAI-1 , u grupi bolesnica čiji je tok bolesti praćen tokom drugih 5 godina 
(61-120 meseci) nakon operacije. Naznačene su granične vrednosti biomarkera za koje su, 






4.4.3. OdreĊivanje graniĉne vrednosti za biomarkere u grupi pacijentkinja ĉiji je tok 
bolesti praćen tokom prvih 10 godina nakon operacije 
 
Dijagrami koji se odnose na odreĎivanje graničnih vrednosti kontinualnih biomarkera, u 
grupi pacijentkinja čiji je tok bolesti praćen tokom prvih 10 godina nakon operacije su 
predstavljeni na Grafikonu 3. Granične vrednosti su naĎene u slučaju godina starosti 
pacijentkinja (56 godina) i koncentracije ER (45 fmol/mg). Verovatnoće za DFI su se 
statistički značajno razlikovale za pacijentkinje mlaĎe od 56 i one stare 56 i više godina, 
kao i za pacijentkinje sa koncentracijama ER manjim od 45 i koncentracijama jednakim ili 
većim od 45 fmol/mg, a dobijene p vrednost log-rank testa od 0,003 i 0,008, respektivno, 




















































Grafikon 3. Određivanje graničnih vrednosti za kontinualne biomarkere: a) godine, b) ER, c) PR, 
d) katepsin D, e) uPA i f) PAI-1 , u grupi bolesnica čiji je tok bolesti praćen tokom prvih 10 godina 
(1-120 meseci) nakon operacije. Naznačene su granične vrednosti biomarkera za koje su, 





4.5. Ispitivanje prognostiĉkog znaĉaja fenotipova karcinoma dojke definisanih 
kombinovanjem klasiĉnih i biomarkera estrogene zavisnosti  
4.5.1. Prognostiĉki znaĉaj fenotipova karcinoma dojke, definisanih kombinovanjem 
klasiĉnih i biomarkera estrogene zavisnosti, tokom prvih 5 godina nakon 
operacije 
 
Sa obzirom na to da su za kontinualne biomarkere naĎene granične vrednosti za njihove 
koncentracije, definisani su negativni, odn. pozitivni statusi biomarkera kao oni kod kojih 
su vrednosti koncentracije datog biomarkera manje od, odn. jednake ili veće od granične 
vrednosti. 
U grupi pacijentkinja čiji je tok bolesti praćen tokom prvih 5 godina nakon operacije, 15 
pacijentkinja je doživelo ponovno javljanje (relaps) bolesti, dok kod 58 pacijentkinja nisu 
bile detektovane udaljene metastaze u periodu praćenja toka bolesti. Verovatnoća za DFI na 
kraju perioda praćenja toka bolesti je bila 0,79 (podaci nisu prikazani). Verovatnoće za DFI 
su analizirane u okviru grupa pacijentkinja definisanih parametrima domaćina tumora, 
tumora ili statusima biomarkera. Statistička analiza je pokazala da se verovatnoće za DFI 
statistički značajno razlikuju izmeĎu grupa pacijentkinja definisanih veličinom tumora, 
histološkim tipom tumora ili statusom PAI-1 (Grafikon 4). 
Statističkom analizom je ustanovljeno da su kod 4 pacijentkinje, od 40 njih sa tumorima 
manjim od 2 cm, odn. kod 11 pacijentkinja, od 33 njih sa tumorima jednakim ili većim od 2 
cm, bile potvrĎene udaljene metastaze što je uslovilo da se verovatnoće za DFI izmeĎu ove 
2 grupe pacijentkinja statistički značajnu razlikuju (p=0,02, Grafikon 4a). MeĎu 34 
pacijentkinje koje su imale tumore (invazivnog) duktalnog tipa, te meĎu 24 pacijentkinje 
koje su imale tumore (invazivnog) lobularnog tipa, udaljene metastaze su se razvile kod 4, 
odn. kod 8 pacijentkinja, respektivno, a odgovarajuće verovatnoće za DFI su se statistički 
značajno razlikovale (p=0,04, Grafikon 4b). Kao što je već napomenuto, verovatnoće za 
DFI su se statistički značajno razlikovale izmeĎu grupa pacijentkinja sa različitim statusom 
PAI-1 (p=0,04) jer su udaljene metastaze bile detektovane kod 4 od 33 pacijentkinja sa 
negativnim, odn. kod 6 od 16 pacijentkinja sa pozitivnim statusom PAI-1 (Grafikon 4c). Pri 





imale povoljniji tok bolesti. Rezultati koji su predstavljeni na Grafikonu 4 su usmerili dalji 
tok analize. 
Da bi se ispitao značaj statusa PAI-1 u prognozi toka bolesti pacijentkinja sa karcinomom 
dojke, ispitivan je prognostički značaj fenotipova karcinoma dojke definisanih 
kombinovanjem biomarkera za koje su naĎene statistički značajne razlike za verovatnoće 
za DFI izmeĎu grupa pacijentkinja. Statističkom analizom je utvrĎeno da fenotip karcinoma 
dojke, definisan veličinom tumora i statusom PAI-1, ima prognostički značaj. Ustanovljeno 
je da se verovatnoće za DFI statistički značajno razlikuju (p<0.001, grafikon 5) izmeĎu 
grupe pacijentkinja sa tumorima manjim od 2 cm, nezavisno od statusa PAI-1, ili sa 
tumorima jednakim ili većim od 2 cm i negativnim statusom PAI-1 (5 pacijentkinja sa i 36 
bez relapsa), sa jedne strane, i grupe pacijentkinja sa tumorima jednakim ili većim od 2 cm 
i pozitivnim statusom PAI-1 (4 pacijentkinje sa i 3 bez relapsa), sa druge strane. Potonje 
pacijentkinje su imale nepovoljniji tok bolesti, sa obzirom na verovatnoću za DFI od 
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Grafikon 4. Verovatnoća za DFI (P) za pacijentkinje sa: a) pT1 i pT2 tumorima, b) IDC i I C 
tumorima, c) tumorima sa negativnim (P I-1  ), odn. pozitivnim (PAI-1+) statusom PAI-1. U 
zagradama je prikazan broj pacijentkinja sa udaljenim metastazama i ukupan broj pacijentkinja u 
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Grafikon.5 - Verovatnoća za DFI (P) za pacijentkinje sa pT1 tumorima (nezavisno od statusa PAI-
1) ili pT2 tumorima i negatvnim statusom PAI-1 (puna linija), kao i za pacijientkinje sa pT2 
tumorima i pozitivnim statusomPAI-1 (isprekidana linija). U zagradama je prikazan broj 
pacijentkinja kod kojih su detektovane udaljene metastaze i ukupan broj pacijentkinja u datoj grupi. 
Naznačena p vrednosti se odnosi na log-rank test. 
 
 
4.5.2. Prognostiĉki znaĉaj fenotipova karcinoma dojke, definisanih kombinovanjem 
klasiĉnih i biomarkera estrogene zavisnosti, tokom drugih 5 godina nakon 
operacije 
 
Verovatnoće za DFI su se statistički značajno razlikovale izmeĎu grupa pacijentkinja 
definisanih godinama pacijentkinja, statusom ER ili statuspm uPA (Grafikon 6), u okviru 
perioda praćenja toka bolesti od 61. do 120. meseca. 
Od 13 pacijentkinja mlaĎih od 56 godina, nijedna pacijentkinja nije imala relaps bolesti u 
toku perioda praćenja toka bolesti dok je 13 pacijentkinja od 39, starih 56 ili više godina, 
imalo relaps bolesti. NaĎena je ststistički značajna razlika u verovatnoćama za DFI izmeĎu 
dve navedene grupe pacijentkinja (p=0,03, Grafikon 6a). Sledstveno, mlaĎe pacijentkinje 
su imale povoljniji tok bolesti. MeĎu 28 pacijentkinja sa negativnim statusom ER, 3 
pacijentkinje su imale udaljene metastaze, a meĎu 24 pacijentkinje sa pozitivnim statusom 
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Grafikon 6. Verovatnoća za DFI (P) za pacijentkinje: a) mlađe (<56) i starije (>=56) od 56 
godina, b) sa negativnim (ER - ), odn. pozitivnim (ER+) statusom ER i c) sa negativnim (uPA - ), 
odn. pozitivnim (uPA+) statusom uPA. U zagradama je prikazan broj pacijentkinja kod kojih su 
detektovane udaljene metastaze i ukupan broj pacijentkinja u datoj grupi. Naznačene p vrednosti se 






i one su imale nepovoljnijij tok bolesti. Verovatnoće za DFI izmeĎu ove dve grupe 
pacijentkinja su se statistički značajno razlikovale (p=0,009, Grafikon 6b). Pozitivan status 
uPA je uslovio povoljniji tok bolesti grupe od 16 pacijentkinja, u kojoj je 1 pacijentkinja 
imala relaps bolesti, u odnosu na grupu od 20 pacijentkinja sa negativnim statusom uPA, u 
kojoj je 7 pacijentkinja doživelo relaps bolesti. NaĎena je statistički značajna razlika u 
verovatnoćama za DFI izmeĎu 2 grupe pacijentkinja (p=0,04, Grafikon 6c). 
Značaj statusa uPA u prognozi toka bolesti pacijentkinja sa karcinomom dojke je ispitivan 
u okviru analize fenotipova karcinoma dojke definisanih kombinovanjem biomarkera za 
koje su naĎene statistički značajne razlike za verovatnoće za DFI izmeĎu grupa 
pacijentkinja. Pacijentkinje mlaĎe od 56 godina, bez obzira na status ER, ili one stare 56 ili 
više godina, a sa negativnim statusom ER (3 pacijentkinje sa relapsom, od ukupno 30 
pacijentkinja), su imale povoljniji tok bolesti u odnosu na pacijentkinje stare 56 ili više 
godina, a sa pozitivnim statusom ER (10 pacijentkinja sa relapsom, od ukupno 22 
pacijentkinje), sa obzirom na to da su odgovarajuće verovatnoće za DFI bile P=0,9 i 
P=0,55, respektivno, i da su se statistički značajno razlikovale (p=0,003, Grafikon 7). 
 
P
Period praćenja toka bolesti (meseci)
>=56  ER+ (10/22)
<56   ER ̶
<56 ER+ (3/30)
>=56  ER ̶
p = 0,003
 
Grafikon 7. Verovatnoća za DFI (P) za pacijentkinje mlađe od 56 godina, nezavisno od statusa ER, 
ili stare od 56 ili više godina sa negatvnim statusom ER (puna linija), kao i za pacijientkinje stare 
56 i više godina sa pozitivnim statusom ER (isprekidana linija). U zagradama je prikazan broj 
pacijentkinja kod kojih su detektovane udaljene metastaze i ukupan broj pacijentkinja u datoj grupi. 






Slično tome, pacijentkinje mlaĎe od 56 godina, bez obzira na status uPA, ili one stare 56 ili 
više godina, a sa pozitivnim statusom uPA (1 pacijentkinje sa relapsom, od ukupno 19 
pacijentkinja), su imale povoljniji tok bolesti u odnosu na pacijentkinje stare 56 ili više 
godina, a sa negativnim statusom uPA (7 pacijentkinja sa relapsom, od ukupno 17), pri 
čemu su odgovarajuće verovatnoće za DFI bile P=0,95 i P=0,59, respektivno, i statistički su 
se značajno razlikovale (p=0,008, Grafikon 8). 
Kada su analizirane pacijentkinja sa kombinovanim statusima ER i uPA, utvrĎeno je da 
pacijentkinje sa pozitivnim statusom ER i negativnim statusom uPA imaju statistički 
značajno manju verovatnoću za DFI (P=0,45) i, shodno tome, nepovoljniji tok bolesti u 
odnosu na pacijentkinje sa negativnim statusom ER i različitim statusima uPA ili sa 
pozitivnim statusima oba biomarkera (P=0,45). Ovakav nalaz je posledica činjenice da je u 
prvospomenutoj grupi bilo 25 pacijentkinja, od kojih 2 sa relapsom bolesti, dok je u drugoj 
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Grafikon 8. Verovatnoća za DFI (P) za pacijentkinje mlađe od 56 godina, nezavisno od statusa 
uP , ili stare 56 ili više godina sa pozitivnim statusom uP  (puna linija), kao i za pacijientkinje 
stare 56  ili više godina sa negativnim statusom uP  (isprekidana linija). U zagradama je prikazan 
broj pacijentkinja kod kojih su detektovane udaljene metastaze i ukupan broj pacijentkinja u datoj 
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Grafikon 9. Verovatnoća za DFI (P) za pacijentkinje sa negativnim sttusom ER, nezavisno od 
statusa uPA, ili sa pozitivnim statusima ER i uPA (puna linija), kao i za pacijientkinje sa pozitivnim 
statusom ER i negativnim statusom uPA (isprekidana linija). U zagradama je prikazan broj 
pacijentkinja kod kojih su detektovane udaljene metastaze i ukupan broj pacijentkinja u datoj grupi. 
Naznačena p vrednosti se odnosi na log-rank test. 
 
Treba napomenuti da su pacijentkinje sa pozitivnim statusom ER i negativnim statusom 
uPA imale najnepovoljniji tok bolesti kada se posmatraju analizirani fenotipovi definisani 
starošću pacijentkinja i statusima ER i uPA (Grafikon 9).  
 
4.5.3. Prognostiĉki znaĉaj fenotipova karcinoma dojke, definisanih kombinovanjem 
klasiĉnih i biomarkera estrogene zavisnosti, tokom prvih 10 godina nakon 
operacije 
 
Kao što je u poglavlju 4.4.3 navedeno, prilikom analiziranja perioda praćenja toka bolesti u 
trajanju od 10 godina nakon operacije, nisu naĎene granične vrednosti za koncentracije 
biomarkera invazivnosti malignih ćelija (katepsin D, uPA i PAI-1), dok su naĎene granične 
vrednosti za godine starosti pacijentkinja (59 godina) i za koncentraciju ER (45 fmol/mg). 
Na grafikonu 10a su prikazane verovatnoće za DFI za 22 pacijentkinje mlaĎe od 59 godina 
i za 45 pacijentkinja starih 59 ili više godina. U datim grupama, 3 odn. 25 pacijentkinja, 
respektivno, je imalo udaljene metastaze. Odgovarajuće verovatnoće za DFI su se statistički 





Grafikonu 10b su prikazane verovatnoće za DFI za 35 pacijentkinja sa negativnim i za 32 
pacijentkinja sa pozitivnim statusom ER, meĎu kojima je bilo 9, odn. 19 pacijentkinja sa 
relapsom bolesti, respektivno. Pacijentkinje sa negativnim statusom ER su imale statistički 

































Vreme praćenja toka bolesti (meseci)
p = 0,008
ER  ̶ (9/35)
ER+  (19/32)
 
Grafikon 10. Verovatnoća za DFI (P) za pacijentkinje: a) mlađe (<59) i starije (>=59) od 59 
godina, b) sa negativnim (ER - ), odn. pozitivnim (ER+) statusom ER. U  zagradama je prikazan 
broj pacijentkinja kod kojih su detektovane udaljene metastaze i ukupan broj pacijentkinja u datoj 

















Vreme praćenja toka bolesti (meseci)
p < 0,001
<59  ER ̶ (1/23)
<59  ER+
>=59 ER ̶ (27/50)
>=59 ER+
 
Grafikon 11. Verovatnoća za DFI (P) za pacijentkinje mlađe od 59 godinasa negativnim statusom 
ER (puna linija),kao i za pacijientkinje stare 59ili više godina, nezavisno od statusa ER, ili mlađeod 
59 godina sa pozitivnim statusom ER (isprekidana linija). U zagradama je broj pacijentkinja sa 
udaljenim metastazama i ukupan broj pacijentkinja u datoj grupi. Naznačena p vrednosti se odnosi 





Analizom fenotipa definisanog godinama pacijentkinja i statusom ER ustanovljeno je da su 
pacijentkinje mlaĎe od 59 godina i sa pozitivnim statusom ER, kao i pacijentkinje stare 59 
ili više godina, sa različitim statusima ER, imale uporedive verovatnoće za DFI. Stoga su 
navedene pacijentkinje analizirane kao jedan fenotip. Verovatnoće za DFI za navedene 
pacijentkinje su se statistički značajno razlikovale od odgovarajućih verovatnoća 






Širenje malignih ćelija iz primarnog tumora može biti vrlo rani dogaĎaj, čak i u 
premalignoj fazi [359].  Klinička manifestacija metastaza može biti različita. U nekim 
slučajevima, metastaze se javljaju relativno rano, sinhrono sa dijagnozom primarnog 
tumora a nasuprot tome one se mogu javiti asinhrono, nakon aktivacije iz stanja 
uspavanosti tumora. U tom periodu, pojedinačne ćelije raka ili nove ali klinički i 
dijagnostički nedetektabilne mikrometastaze se održavaju. Klasični faktori prognoze i 
predikcije toka bolesti (parametri domaćina tumora i parametri tumora) se rutinski i 
svakodnevno koriste u kliničkoj praksi za procenu rizika pojave udaljenih metastaza 
pacijenata koji su lečeni od raka dojke. Na osnovu klasičnih prognostičkih faktora još uvek 
nije moguće pouzdano selektovati pacijente sa visokim rizikom za relaps koji će imati 
korist od adjuvantne terapije i one sa niskim rizikom koji mogu biti eventualno pošteĎeni 
od terapije. Primećeno je da se pojava udaljenih metastaza karcinoma dojke dešava 
najčešće u dva vremenska perioda. Prvi, rani relaps bolest je opisan izmeĎu 2. i 3.godine 
nakon hirurškog lečenja a drugi, kasni relaps oko 5.godine, nakon čega sledi postepen ali 
stabilan pad krive učestalosti relapsa [360]. Ovi podaci ukazuju na to da postoje različiti 
biološki mehanizmi tokom prvih 5 godina od inicijalnog hirurškog lečenja karcinoma 
dojke, tj.tokom ranog praćenja (early follow-up) u odnosu na period nakon navršenih pet 
godina, tj.tokom kasnog kraćenja (late follow up). Sa kliničkog aspekta, identifikacija 
biomarkera ranog relapsa karcinoma dojke ne samo da bi mogla da poboljša prognozu 
modeliranjem individualne terapje već bi potencijalno mogla da usmeri istraživanja u 
novom pravcu.  Danas je dobro poznato da tokom kancerogeneze dolazi do konstantnih 
genetskih i epigenetskih alteracija koje rezultiraju u povećanju heterogenosti primarnog 
tumora [361,362].  
Treba razlikovati termin prognostički faktor, onaj koji je povezan sa tokom bolesti 
pacijenata nezavisno od primenjene terapije od termina prediktivni faktor, onaj koji 
predviĎa verovatnoću odgovora na odreĎenu sistemsku terapiju. Idealno bi bilo ispitivati 
prognostiče faktore u grupi pacijenata koja neće primati adjuvantu sistemsku terapiju kako 





današnje vreme koje analiziraju prognostičke faktore karcinoma dojke imaju ograničenu 
vrednost zbog činjenice da praktično svi pacijenti primaju neku vrstu adjuvantne terapije.  
Prema najnovijim NCCN preporukama za lečenje karcinoma dojke iz 2016.godine 
praktično svi pacijenti nezavisno od veličine tumora i bez zahvaćenih limfnih nodusa su 
kandidati za adjuvantnu terapiju, sa izuzetkom trostruko negativnih pacijenata (triple 
negativne) koji imaju promer tumora ispod 5mm.  Kod pacijenata koji imaju karcinom 
dojke 5mm ili manje u promeru, bez zahvaćenih limfnih nodusa i sa pozitivnim steroidnim 
receptorima (HER 2-) predlaže se razmatranje primene adjuvantne hormonske terapije a 
kod pacijenata sa prečnikom tumora većim od 5 mm predlaže se osim adjuvantne 
hormonske terapije i hemioterapija [363]. Kao pomoć pri odlučivanju o vrsti terapiji kod 
pacijenata sa karcinomima preko 5 mm može se koristiti 2-genski RT PCR esej. Cilj ove 
adjuvantne terapije je smanjivanje rizika od pojavu relapsa delovanjem na nedetektabilne 
mikrometastaze, koje mogu biti prisutne na udaljenim lokalizacijama. 
Prema najnovijim ASCO preporukama iz marta 2016.godine kod ove grupe pacijenata se 
može koristiti evaluacija uPA/PAI-1 u odlučivanju o adjuvantnom lečenju [364]. Moguća 
korist od upotrebe ovih biomarkera sadržaja je i u preporukama EGTM (European Group 
on Tumor Markers) [365], NACB (National Academy of Clinical Biochemistry (US) [366], 
ESMO (European Society of Clinical Oncology) [367] i AGO (Arbeitsgemeinschaft 
Gynäkologische Onkologie) [368].  Prema ASCO preporukama iz 2007.godine navedeno je 
da nema dovoljno dokaza za rutinsku primenu katepsina D kao prognostičkog faktora 
karcinoma dojke [369].   
Prognostički i prediktivni značaj biomarkera raka dojke se menja kroz vreme tokom 
procesa kancerogeneze, tumorske invazije i metastaziranja, a u zavisnosti od njihovih 
signalnih puteva.  
Često se zanemaruje značaj vremenske zavisnosti značaja biomarkera i činjenica da jedan 
biomarker može biti dobar prognostički marker tokom ranog perioda praćenja a loš u 
kasnom praćenju, i obrnuto [370]. Pregledom literature može se primetiti značajna razlika u 
intervalima praćenja pacijenata usled različito definisanih kriterijuma za završetak studija. 
U ovoj doktorskoj disertaciji koriščen je interval bez bolesti (DFI) kao interval praćenja 





Idealan biomarker bi morao da zadovolji sve ili barem većinu sledećih kriterijuma:  
a) Da se lako dokazuje i meri pomoću razvijenih analitičkih eseja.  
b) Da ima kliničku validaciju  
c) Da ima kliničku korist izraženu kroz predikciju preživljavanja, poboljšanja života 
pacijenata ili smanjivanja troškova lečenja.  
d) Da testiranje nije skupo 
e) Da može biti meta ciljane terapije.  
Dva biomarkera karcinoma dojke koji najbolje zadovoljavaju navedene kriterijume su ER i 
HER 2. uPA i PAI-1 takodje zadovoljavaju većinu ovih kriterijuma što je prikazano kroz 
dve nezavisne prospektivne i multicentrične LOE-1 (level of evidence) studije. [371,372] 
Razvijeno je nekoliko različitih metoda za odreĎivanje nivoa uPA I PAI (ELISA, 
imunohistohemijska metoda, RT-PCR mRNA) od kojih je ELISA test IMUBIND® uPA-
PAI-1 ELISA (American Diagnostica, USA) prošao kontrolu kvaliteta u Evropskoj 
multicentričnoj studiji [373]. 
 
OdreĎivanje nivoa katepsina D je standardizovano IRMA metodom, tj. njenom 
modifikacijom - sendvič“ imunoradiometrijskim esejem na čvrstoj fazi pomoću 
komercijalnog kompleta za kvantitativno odreĎivanje katepsina D (ELSA-CATH-D, CIS 
Biointernational, Gif-Sur-Yvet, France). Korišćenjem ovog kita moguča detekciju sve tri 
izoforme katepsina D (34 kDa, 48 kDa i 52 kDa). 
Još 1988.godine su Daffy i saradnici pokazali svoje preliminarne rezultate da pacijenti sa 
većim vrednosti uPA imaju kraći DFI [374]. Nedugo zatim su rezultati ovih perliminarnih 
studija potvrĎeni od strane Janicke-a i saradnika publikacijama 1989.godine u časopisu 
Lancet [375] a potom .i 1990.godine [376]. Nakon toga usledila je serija publikacija o 
značaju ovih novih molekularnih biomarkera karcinoma dojke, uključujući i katepsin D.  
Ossowski je 1983.godine [377] pokazao da uPA ima ulogu u ranim procesima 
kancerogeneze i metastaziranja aktivirajuči plazmim i dovodeći do razlaganja 
ekstraćelijskom matriksa. UtvrĎeno je da su glavne uloge PAI-1 progresija kancera kroz 





U prvoj od dve završene multicentrične prospektivne LOE 1 studije, Chemo N0 trial 
(n=556) pokazano je da nakon 32 meseca praćenja pacijenti (pN0) sa niskim vrednostima 
uPA i PAI imaju znaćajno nižu incidencu relapsa bolesti (6.7%) u odnosu na grupu 
pacijenata sa visokim vrednostima (14.7%) ovih biomarkera (p=0.006). Nakon 
desetogodišnjeg praćenja pokazano je pacijenti (pN0) sa niskim vrednostima uPA i PAI , 
koji nisu imali nikakvu adjuvantu terepapiju, hormonski ni hemio, imaju procenat udaljenih 
metastaza od 12.9%, što je skoro duplo manje u odnosu na grupu pacijenata sa visokim 
vrednostima uPA i PAI od 23% (p=0.011).  Ova studija je prva ukazala na činjenicu da u 
grupi pacijenata lečenih od raka dojke ali bez zahvaćenih metastaza postoji podgrupa 
pacijenata niskog rizika koja može biti identifikovana korišćenjem ovih novih molekularnih 
biomarkera [371]. 
 
Druga LOE 1 studija sprovedena je od strane EORTC-a (European Organization for 
Research and Treatment of Cancer) a na osnovu rezultata dobijenih iz 18 evropskih centara 
(n=8377) zaključeno je da su visoke vrednosti uPA i PAI udrežene sa lošom prognozom 
[372]. 
 
Prvi zadatak u ovoj doktorskoj disertaciji bio je procena znaćaja klasičnih prognostičkih 
faktora u odnosu na DFI, tokom različitog perioda praćenja bolesnica.  
Tokom prvih 5 godina nakon operacije rezultati ukazuju samo na značaj veličine primarnog 
tumora u prognozi pacijenata sa karcinomom dojke. Pacijenti koji su imali tumor veći od 
20 mm imaju 3 puta veći rizik za pojavu relapsa od pacijentkinja sa pT1 (p=0,02.)  Ovo je 
moguće objasniti na dva načina: (a) kod većih tumora su šanse za mutacije veće usled 
većeg broja ćelijskih deoba i (b) usled većeg kontakta tumora i strome dolazi do snažnije 
aktivacije angiogenih signalnih puteva.  
Tokom drugih pet godina nakon operacije uočeno je da su mlaĎe pacijentkinje od 56 godina 
imale povoljniji tok bolesti (p=0,03) kao i da su se kod pacijentkinja sa pozitivnim ER 
statusom i do 4 puta češče javljale udaljene metastaze u odnosu na pacijentkinje sa ER 
negativnim statusom,(p=0,009). Treba imati na umu da ova grupa pacijentkinja nije primala 





Tokom perioda praćenja od deset godina jedini klasični prognostički faktor koji je sadržao 
svoju vrednost je bio uzrast pacijenata i pokazano je da su mlaĎe pacijentkinje od 56 godina 
su imale povoljniji tok bolesti (p=0,003), 
Drugi zadatak je procena značaja molekularnih biomarkera, posebno uPA i PAI-1 u odnosu 
na ranu pojavu metastaza. Interesantno je da je samo PAI-1 pokazao prognostički značaj 
tokom ranog perioda praćenja. Visoki nivoi PAI-1 su predviĎali lošu prognozu pacijenta ali 
do danas nisu otkriveni biološki i molekularni mehanizmi koji su odgovorni za visoke 
vrednosti ovog molekularnog biomarkera. Bajou i saradnici su pokazali da PAI-1 podstiče 
tumorski rast i angiogenezu [380]. Isti istraživački tim je otkrio ulogu plazmina u 
neoangiogenezi koja potiče od endotelnih ćelija domaćina ali i ulogu PAI-1 u kontroli 
proteolize [381]. Rezultati u ovoj doktorskoj disertaciji su u skladu sa već poznatom 
dvostrukom aktivnošću PAI-1, dakle sa sprečavanjem uPA/plazmin proteolize i 
stimulacijom signalih puteva koji se odnose na tumorski rast i angiogenezu. Važno je 
naglasiti da ovakva uloga PAI-1 može objasniti ranu pojavu udaljenih metastaza.  
Tokom drugih pet godina nakon hirurške intervencije PAI-1 je izgubio svoj značaj i na 
osnovu rezultata uPA se izdvojio kao odličan biomarker prognoze pacijenata. NaĎena je 
statistički značajna razlika u verovatnoćama za DFI izmeĎu grupe pacijentkinja koje su 
uPA pozitivne u odnosu na uPA negativne (p=0.04).  Kod uPA- negativnih pacijentkinja 
uočena je 5.6 puta češća pojava udaljenih metastazi u odnosu na grupu uPA pozitvnih 
pacijentkinja. U većini studija uPA negativnost je bila povezana sa odličnom prognozom 
[382] ali treba naglasiti da ni u jednoj studiji nije posebno posmatran period tokom drugih 
pet godina nakon operativnog lečenja.  
Treći zadatak ove disertacije bio je integrisanje predhodno opisanih fenotipova koji se tiču 
veličine tumora  (pT1 i pT2,3) i vrednosti PAI-1 (niske i visoke vrednosti).  
Tokom ranog perioda praćenja fenotipovi pT1 PAI-1-niske vrednosti, pT1 PAI-1-visoke 
vrednosti, i pT2 PAI-1-niske vrednosti su bili povezani sa dobrom prognozom dok je 
fenotip pT2 PAI-1-visoke vrednosti bio povezan sa nepovoljnom prognozom bolesti. 
Karakteristika nisko rizične podgrupe bila je prisustvo jednog ili oba povoljna prognostička 
faktora (pT1 i PAI-1-niske vrednosti). Visoko rizičnu podgrupi karakterisalo je prisustvo 





prognostički faktor pT1 je snažniji i dominantniji u odnosu na niske ili visoke vrednosti 
PAI-1, ukazujući da nije potrebno odreĎivati PAI-1 kod pT1 tumora.  
Niske, odnosno visoke vrednosti PAI-1 pri veličinama tumora pT2,3 su odreĎivale 
prognozu pacijenata, ukazivajuči na to da je PAI-1 snažniji prognostički faktor uz koga 
veličina tumora gubi svoj značaj.  
U toku perioda praćenja od pete do desete godine nakon hirurškog lečenja treba 
napomenuti da su pacijentkinje sa pozitivnim statusom ER i negativnim statusom uPA 
imale najnepovoljniji tok bolesti kada se posmatraju analizirani fenotipovi definisani 
starošću pacijentkinja i statusima ER i uPA (p<0.001) 
Na osnovu genske ekspresije [382] i svog molekularnog portreta [383] postalo je jasno da 
je histološki gradus II heterogena bolest dok su gradusi I i III dva posebna entiteta. Na 
osnovu rezultata vidimo da pacijenti histološkog gradusa I imaju povoljnu prognozu i 
njihov DFI je sličan sa nisko-rizičnom podgrupom (0.90, 0.88 i 0.88; grafikoni 4a, 4b i 5). 
Imajući u vidu nove protokole za lečenje raka dojke postavlja se pitanje da li je adjuvantna 
hemioterapija nepotreba za ovu grupu pacijenata. U koliko pacijenti ne prime adjuvantnu 
hemioterapiju čak 12 % pacijenata će biti oštećeno.  
Sa druge strane, podgrupe pacijenata koje smatramo u grupi visokog rizika imaju šanse za 
DFI kao i pacijenti histolškog gradusa III (0.67, 0.67, 0.43; grafikoni 6a, 6b i 7).  
UtvrĎeno je da će 57 % pacijenata imati korist od primene adjuvantne hemioterapije i to oni 
pacijenati koji su identifikovani kao visoko-rizični, sa lošom prognozom, sa pT2,3 PAI-1-
visokim vrednostima (Grafikon 8). 
Rezultati ukazuju na činjenicu da je PAI-1 koristan u identifikovanju visoko-rizične 
podgrupe, posebno u okviru grupe pacijenata svrstanih na osnovu pT u dobru prognostičku 
grupu.  
Rezultati studije Chemo-N0 trial su publikovani 2013.godine a to je ujedno bila prva 
prospektivna multicentrična randomizovana studija koja je proučavala značaj molekularnih 
biomarkera uPA i PAI-1 kod pacijenata bez zahvaćenih limfnih čvorova sa periodom 
praćenja od 10 godina. (pN0) [371]. 
U podgrupi pacijenata koji nisu primali nikakvu sistemsku adjuvantnu terapju a koji su 





veća stopa relapsa u odnosu na pacijente sa niskim vrednostima ovih biomarkera. Udruženi 
status uPA i PAI-1 kod pacijenata sa histološkim gradusom tumora II je takodje bio 
značajan pokazatelj rizika u smislu ukupnog preživljavanja.  
Postoje ipak neke razlike izmeĎu kohorte pacijenata kod kojih nije primenjena adjuvantna 
sistemska terapija u ovoj doktorskoj disertaciji i odnosu na Chemo-N0 studiju. Najpre, u 
trajal Chemo-N0 su bili uključeni pacijenti sa veličinom tumora izmeĎu 1 i 5 cm bez obzira 
na status steroidnih receptora i menopauzni status.  Period praćenja pacijenata se takodje 
razlikovao: u trajalu Chemo-N0 je iznosio od 5-167 meseci sa medijanom 113 meseci dok 
svi pacijenti uključeni u našu studiju, a koji nemaju relaps bolesti, imaju isti period 
praćenja. Rezultati trajala Chemo-N0 su pružili važne podatke i dokaze o značaju 
prognostićkih faktora uPA and PAI-1 kod pacijenata bez zahvaćenih limfnih čvorova (pN0) 
obzirom da je studija bila prospektivna, odlično dizajnirana i sa dugim periodom praćenja. 
Značaj molekularnih biomarkera u Chemo-N0 trajalu smatraćeno samo u grupi pacijenata 
koji imaju HER 2- negativni receptorski status imajući u vidu snažan uticaj anti-HER2 
therapije kod HER2- pozitivnih pacijenata. Zbog toga u novije vreme studije standardno 
obuhvataju četiri molekularna tipa koji se razlikuju po svojoj biologiji tumora i prognozi: 
HER 2 pozitivne, basal like, luminal A i luminal B karcinome dojke.  
Witzel i sar. su ispitivali značaj uPA/PAI-1 (protein i mRNA) ekspresije kod pacijenata sa 
karcinomom dojke. Uključeno je 200 pacijenata bez zahvaćenih limfnih čvorova koji nisu 
primili adjuvantnu sistemsku terapiju ali je analiza obuhvatila i odnose uPA/PAI-1 sa 
molekularnim podtipovima karcinoma dojke [384]. Autori nisu pronašli značajnu korelaciju 
izmeĎu uPA/PAI-1 mRNA ekspresije i DFI analizirajući celu grupu ali i uzimajući u obzir 
molekularne podtipove karcinoma dojke. Pretpostavlja se da je odsustvo te korelacije bilo 
usled malog broja HER-2-positivnih pacijenata. Analizom koncentracija proteina uPA/PAI-
1 utvrĎeno je da su visoke vrednosti PAI-1 bile udružene sa kraćim DFI u okviru cele grupe 
i u podgrupi HER2-pozitivnih pacijenata, pri medijalni praćenja od 92 meseca.  
U našoj kohorti večina pacijenata je imalo HER-2-negativni receptorski status (~80 %) i 
nisu naĎene značajne razlike izmeĎu nivoa uPA/PAI-1 meĎu grupama HER 2-pozitivnih i 





nema statističku značajnost a odnos ovih biomarkera ne utiče na ishod pacijenata u našoj 
grupi.  
U revijalnom radu Duffy i sar. iz 2014. godine se prvi put pominje značaj vremenske 
zavisnosti biomarkera i mogućnosti da su pojedini molekularni biomarkeri značajni u 
jednom periodu praćenja toka bolesti a da gube svoj značaj u drugom periodu [385]. 
Značaj ove doktorske disertacije je taj što su rezultati studije jedinstveni obzirom da 
istraživana populacija obuhvata, za današnje pojmove, retku grupu pacijenata sa 
karcinomima dojke koji nisu primali adjuvantu terapiju, kao i da takva kohorta praktično 






U ranom praćenju, tokom prvih 5 godina nakon operacije:  
1. Udaljene metastaze karcinoma dojke su se javljale oko tri puta češće u grupi 
pacijentkinja sa pT2,3 u odnosu na grupu pacijenata pT1 (10% vs. 33%)  a 
odgovarajuće verovatnoće za DFI su se statistički značajno razlikovale (p=0,02).  
2. Udaljene metastaze lobularnog invazivnog karcinoma dojke su 2.82 puta bile češče 
u odnosu na lobularni (33.3% CLI vs 11.8% CDI, a odgovarajuće verovatnoće za 
DFI su se statistički značajno razlikovale (p=0,04)  
3. Udaljene metastaze karcinoma dojke su 3.1 puta bile češće kod tumora sa PAI-1 
pozitivnim statusom u odnosu na PAI-1 negativan status (37.5% PAI-1 pozitivni vs 
12.1% PAI-1 negativni). a odgovarajuće verovatnoće za DFI su se statistički 
značajno razlikovale (p=0,04). 
4. Povoljniji tok bolesti primećen je kod pacijentkinje sa pT1 tumorima (p=0,02) , sa 
IDC tumorima (p=0,04) ili sa negativnim statusom PAI-1 (p=0,02).   
5. Identifikovana je visoko rizična podgrupa pacijentkinja sa tumorima jednakim ili 
većim od 2 cm i pozitivnim statusom PAI-1 (pT2,3 PAI-1 pozitivne) u odnosu na 
grupu pacijentkinja sa tumorima manjim od 2 cm, nezavisno od statusa PAI-1, ili sa 
tumorima jednakim ili većim od 2 cm i negativnim statusom PAI-1 (pT1 PAI-1 
negativne; pT1 PAI-1 pozitivne; pT2,3 PAI-1 negativne). Prva grupa navedenih 
pacijentkinja je imala nepovoljniji tok bolesti, sa obzirom na verovatnoću za DFI od 
P=0,88, u odnosu na prvospomenute koje su imale verovatnoću za DFI od P=0,43. 
Ustanovljeno je da se verovatnoće za DFI statistički značajno razlikuju (p<0.001) 
izmeĎu ove dve grupe. 
 
Tokom drugih 5 godina nakon operacije:  
1. Povoljniji tok bolesti primećen je kod mlaĎih pacijentkinje od 56 godine od kojih ni 





godina od kojih su 33.3% imale relaps bolesti a odgovarajuće verovatnoće za DFI 
su se statistički značajno razlikovale (p=0,03). 
2. Udaljene metastaze karcinoma dojke bile su 3.9 puta češče kod pacijentkinja sa 
pozitivnim statusom ER u odnosu na grupu pacijentkinja sa negativnim statusom 
ER, a verovatnoće za DFI izmeĎu ove dve grupe pacijentkinja su se statistički 
značajno razlikovale (p=0,009). 
3. Udaljene metastaze karcinoma dojke bile su čak 5.6 puta češće u grupi pacijentkinja 
sa negativnim statusom uPA, a verovatnoće za DFI izmeĎu ove dve grupe 
pacijentkinja su se statistički značajno razlikovale (p=0,003). 
4. Udaljene metastaze karcinoma dojke bile su češće u grupi pacijentkinja starijih od 
56 godina i pozitivnim ER statusom u odnosu na mlaĎe od 56 godina, bez obzira na 
status ER, ili one stare 56 ili više godina, a sa negativnim statusom ER, sa obzirom 
na to da su odgovarajuće verovatnoće za DFI bile P=0,55 i P=0,9, respektivno, i da 
su se statistički značajno razlikovale p=0,003. 
5. Povoljniji tok bolesti su imale pacijentkinje mlaĎe od 56 godina, bez obzira na 
status uPA, ili one stare 56 ili više godina, a sa pozitivnim statusom uPA odnosu na 
pacijentkinje stare 56 ili više godina, a sa negativnim statusom uPA pri čemu su 
odgovarajuće verovatnoće za DFI bile P=0,95 i P=0,59, respektivno, i statistički su 
se značajno razlikovale (p=0,008). 
6. Najnepovoljniji tok bolesti su imale pacijentkinje sa pozitivnim statusom ER i 
negativnim statusom uPA imale kada se posmatraju analizirani fenotipovi definisani 
starošću pacijentkinja i statusima ER i uPA. 
 
Tokom prvih 10 godina nakon operacije:  
1. Udaljene metastaze karcinoma dojke bile su češće u grupi pacijentkinja starijih od 
56 godina u odnosu na mlaĎe od 56 godina a odgovarajuće verovatnoće za DFI su 
se statistički značajno razlikovale (p=0,003). 
2. Povoljnija prognoza pacijentkinja sa rakom dojke je primećena u grupi mlaĎih od 





godina, nezavisno od statusa ER, ili mlaĎe od 59 godina sa pozitivnim statusom ER, 
a odgovarajuće verovatnoće za DFI su se statistički značajno razlikovale (p<0,001).  
 
Glavni doprinos ove doktorske disertacije u pogledu prognoze karcinoma dojke je taj da je 
pokazano da PAI-1 može da doprinese prognostičkoj vrednosti pT tokom ranog praćenja 
bolesti kod postmenopauzalnih pacijentkinja sa karcinomom dojke koje imaju histološki 
gradus tumora II i pozitivnu ER/PR ekspresiju, tokom ranog praćenja bolesti. Na osnovu 
rezultata se može zaključiti da odreĎivanje PAI-1 (uz pT) može biti korisno za 
identifikaciju visoko-rizične podgrupe pacijenata u okviru dobre prognostičke grupe pN0, 
koje će imati korist od primene agresivnijeg lečenja i identifikaciju nisko-rizične podgrupe 
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SPISAK SKRAĆENICA  
 




uPA-urokinazni plazminogen aktivator 
PAI- plazminogen aktivator inhibitor 
CSC-kancerska stem ćelija 
DNK- Dezoksiribonukleinska kiselina 
EMT-epitelno-mezenhimalna tranzicija 
IHC-imunohistohemija 
DFI-preživljavanje bez bolesti 
ITC-izolovane tumorske ćelije 
LVI-limfovaskularna invazija 
MMP- matriks metaloproteinaza 
FGF-2- fibroblastni faktor rasta-2 
VEGF- vaskularni endotelni faktor rasta 
TGF β - transformišući faktor rasta β 
uPAR - urokinazni plazminogen aktivator receptor  
MAPK-  mitogen aktivirana protein kinaza 
OS- ukupno preživljavanje 
DCC – ugalj obložen dekstranom 





IRMA- imunoradiometrijski esej  
IDC - invazivni duktalni karcinom 
ILC - invazivni lobularni karcinom 
EGTM (European Group on Tumor Markers)- Evropska grupa za tumor markere 
NACB (National Academy of Clinical Biochemistry)-Nacionalna akademija za biohemiju 
ESMO (European Society of Clinical Oncology)- Evropsko udruženje kliničkih onkologa 
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